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Riassunto	  	  Parole	  chiave:	  cavallo,	  embrione,	  refrigerazione,	  DAPI,	  media	  di	  refrigerazione	  	  L’obiettivo	  di	  questo	  studio	  è	  stato	  quello	  di	  confrontare	   il	  numero	  di	  cellule	  morte	  embrionali	  di	  cavallo	   dopo	   6	   e/o	   24h	   di	   refrigerazione	   in	   3	   differenti	  media.	   Sono	   stati	   recuperati	   embrioni	   al	  giorno	  8	  mediante	  un	  flushing	  uterino	  con	  Ringer	  Lattato	  a	  37°C	  in	  un	  filtro	  Ez-­‐Way	  (PETS,	  Canton,	  TX,	  USA)	  da	  17	  fattrici	  Trottatrici	   Italiane	  inseminate	  artificialmente	  con	  seme	  fresco	  o	  congelato.	  Sono	  stati	  valutati	  qualità,	   stadio	  e	  diametro	  degli	   embrioni	  prima	  di	  assegnarli	   random	  a	  uno	  di	  questi	  trattamenti:	  EmCare	  Holding	  Solution	  (ICPbio	  Reproduction,	  USA)	  24h	  (EHS24;n=6)	  usando	  il	  protocollo	  standard	  (controllo);	  EmCare	  Flushing	  Solution	  (ICPbio	  Reproduction,	  USA)	  6h	  (EFS6;	  n=6)	   e	   24h	   (EFS24;	   n=4);	   Ringer	   Lattato	   6h	   (RL6;	   n=7).	   Nei	   gruppi	   EFS	   e	   RL6	   gli	   embrioni	  recuperati	  nel	  filtro	  sono	  stati	  sciacquati	  con	  1	  L	  di	  EFS	  o	  RL,	  per	  rimpiazzare	  il	  medium	  recuperato	  dall’utero.	  	  I	  filtri	  riempiti	  di	  fluido	  sono	  stati	  poi	  posti	  in	  un	  Equitainer®	  e,	  dopo	  il	  raffreddamento	  per	  il	  tempo	  dovuto,	  sono	  stati	  messi	  in	  incubazione	  con	  il	  colorante	  DAPI	  e	  sono	  state	  contate	  le	  cellule	  morte	  usando	  un	  microscopio	  Leica	  DM	  LB	  con	  illuminazione	  UV.	  Il	  numero	  totale	  di	  cellule	  è	  stato	  stimato	  usando	  la	  correlazione:	  	  n=0,0106d2+2,0542d-­‐375,28	   (n=	   numero	   di	   cellule,	   d=diametro	   embrionale	   in	   μ)	   (Moussa	   et	   al,	  2004)	  L’effetto	   del	   trattamento	   e	   il	   diametro	   di	   gruppo	   (<300,	   300-­‐1000,	   >1000μ)	   sulle	   percentuali	   di	  cellule	   morte/cellule	   totali	   stimate	   nell’embrione,	   sono	   stati	   valutati	   con	   il	   metodo	   statistico	  ANOVA	   (GLM).	   Tutti	   gli	   embrioni	   recuperati	   sono	   blastocisti	   di	   qualità	   eccellente	   o	   buona.	   Nelle	  cellule	   morte	   non	   sono	   state	   osservate	   differenze	   in	   proporzione	   tra	   diametro	   e	   trattamento.	   Il	  mantenimento	   per	   24h	   in	   EFS	   o	   per	   6h	   in	   RL	   di	   embrioni	   al	   giorno	   8	   di	   buona	   qualità	   non	   ha	  provocato	  un	  aumento	  della	  proporzione	  di	  cellule	  morte	  confrontate	  con	  la	  refrigerazione	  in	  EHS	  per	  24h.	  	  Se	   gli	   studi	   in	   vivo	   confermeranno	   l’assenza	   di	   danni	   embrionali	   maggiori,	   questi	   protocolli	  potranno	   semplificare	   la	   refrigerazione	   e	   il	   trasporto	   degli	   embrioni	   equini	   prima	   del	  trasferimento.	  	  
Abstract	  
	  Key	  words:	  horse,	  embryo,	  cooling,	  DAPI,	  cooling	  media.	  	  The	   aim	   of	   this	   study	  was	   to	   compare	   the	   number	   of	   embryo	   dead	   cells	   after	   6	   and/or	   24	   h	   of	  cooled	   preservation	   in	   three	   different	  media.	   Day	   8	   embryos	  were	   collected	   by	   uterine	   flushing	  with	   Ringer	   Lactate	   at	   37°C	   in	   an	   Ez-­‐Way	   Filter	   (PETS,	   Canton,	   TX,	   USA)	   from	   17	   Standardbred	  mares	  artificially	  inseminated	  with	  fresh	  or	  frozen	  semen.	  Embryo	  quality,	  stage	  and	  diameter	  were	  evaluated	   before	   embryos	  were	   randomly	   allocated	   to	   one	   of	   these	   treatments:	   Emcare	   Holding	  Solution	  (ICPbio	  Repro-­‐	  duction,	  USA),	  24	  h	  (EHS24;	  n	  =	  6),	  using	  the	  standard	  protocol	  (control);	  Emcare	  Flushing	  Solution	  (ICPbio	  Reproduction,	  USA),	  6	  h	  (EFS6;	  n	  =	  6)	  and	  24	  h	  (EFS24;	  n	  =	  4);	  Ringer	  Lactate,	  6	  h	  (RL6;	  n	  =	  7).	  In	  EFS’s	  and	  RL6	  groups,	  the	  recovered	  embryos	  were	  kept	  in	  the	  filter	  and	  rinsed	  with	  1	   l	  of	  EFS	  or	  RL,	  which	  replaced	  the	  medium	  flushed	  from	  the	  uterus.	  Fluid	  filled	   filters	  were	   then	  placed	   in	   the	  Equitainer®	  and	  after	   cooling	   for	   the	  due	   time,	   the	  embryos	  were	  incubated	  with	  the	  cells	  stain	  DAPI	  and	  the	  dead	  cells	  were	  counted	  using	  epifluorescence	  UV-­‐illumination	   on	   a	   Leica	   DM	   LB	  microscope.	   Embryo’s	   total	   cell	   number	  was	   estimated	   using	   the	  correlation:	  	  n	   =	   0.0106d2	   +	   2.0542d-­‐375.28	   (n	   =	   cells	   number,	   d	   =	   embryo	   diameter	   in	   μm)	   (Moussa	   et	   al.,	  2004;160).	   The	   effects	   of	   treatment	   and	   diameter	   group	   (<300,	   300–1000,	   >1000μ)	   on	   the	  percentages	   of	   dead	   cells/estimated	   total	   embryo	   cells	  were	   evaluated	  by	  ANOVA	   (GLM).	  All	   the	  recovered	  embryos	  were	  excellent	  or	  good	  quality	  blastocysts.	  	  	  No	   differences	   in	   proportion	   of	   dead	   cells	   were	   observed	   between	   diameter	   and	   treatment.	  Holding	  for	  24	  h	  or	  in	  RL	  for	  6	  h,	  8	  days	  old,	  good	  quality	  equine	  embryos	  in	  EFS	  didn’t	  increase	  the	  proportion	   of	   dead	   cells	   compared	   to	   cooling	   in	  EHS	   for	   24	  h.	   If	   in	   vivo	   studies	  will	   confirm	   the	  absence	   of	   major	   embryo	   damage,	   these	   protocols	   will	   simplify	   equine	   embryo	   cooling	   and	  shipping,	  before	  transfer.	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Introduzione	  
	  	  La	   refrigerazione	   degli	   embrioni	   equini	   è	   un	   elemento	   importante	   dell’industria	  mondiale	  della	   riproduzione	   equina.	  Nell’arco	  degli	   anni	   questa	   tecnica	  ha	   avuto	  diverse	   evoluzioni,	   tali	   da	   permettere	   percentuali	   di	   gravidanza	   delle	   cavalle	  riceventi	  via	  via	  maggiori.	  I	   primi	   studi	   risalgono	   al	   1982	  da	   parte	   di	   Imel	   e	   colleghi,	   furono	   ottenuti	   bassi	  tassi	   di	   gravidanza	   incubando	   embrioni	   per	   un	   massimo	   di	   6	   ore	   in	   Dulbecco’s	  Phosphate	  Buffering	  Solution	  +	  20%	  di	  Siero	  fetale	  bovino	  (FCS).	  	  Uno	  studio	  che	  comparava	  DPBS	  e	  Ham	  F-­‐10	  è	  stato	  condotto	  da	  Douglas	  e	  il	  suo	  gruppo	  nel	  1982.	  Sempre	   nello	   stesso	   anno	   è	   stato	   testato	   il	   medium	   Ham	   F-­‐10	   comparato	   al	  DPBS+10%	  FCS	  (Squires	  et	  al,	  1982),	  e	  uno	  studio	  simile	  anche	  nell’anno	  1984	  da	  parte	  di	  Slade.	  	  Nei	   primi	   anni	   2000	   sono	   stati	   testati	   dei	   prodotti	   studiati	   appositamente	   quali:	  ViGro	  Holding	  Solution	  e	  gli	  Emcare.	  Uno	   studio	   è	   stato	   condotto	   nel	   2003	   da	  Moussa	   e	   colleghi,	   con	   il	   confronto	   tra	  Ham	  F-­‐10	  (fino	  a	  quel	  momento	  usato	  estensivamente),	  Emcare	  e	  ViGro.	  Nell’anno	  2004	  Moussa	  ha	  approntato	  un	  protocollo	  ricorrendo	  all’uso	  di	  EmCare	  Complete	  Holding	   solution,	   e	   utilizzando	   il	   DAPI	   per	   la	   valutazione	   della	   vitalità	  embrionale.	  	  Grazie	   all’evoluzione	   di	   queste	   tecniche	   è	   stato	   possibile	   sviluppare	   il	   nostro	  protocollo.	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Capitolo	   1:	   DALLA	   FECONDAZIONE	   AL	   RECUPERO	  
DEGLI	  EMBRIONI	  
	  
	  
Fisiologia	  dell’embrione	  equino	  dal	  concepimento	  alla	  discesa	  in	  utero	  	  	  Nella	   specie	   equina	   la	   deposizione	   del	   seme	   avviene	   all’interno	   dell’utero,	   gli	  estrogeni	   agevolano	   il	   movimento	   del	   materiale	   seminale	   inducendo	   delle	  modificazioni	   del	   muco	   e	   provocando	   la	   formazione	   di	   canali	   che	   facilitano	   la	  progressione	   degli	   spermatozoi.	   Questi	   ultimi,	   all’interno	   del	   tratto	   genitale	  femminile	  subiscono	  delle	  modificazioni	  che	  sono	  un	  prerequisito	  per	  la	  successiva	  fecondazione,	   questo	   processo	   è	   detto	   capacitazione.	   Uno	   degli	   effetti	   più	  importanti	   è	   la	   rimozione	   di	   glicoproteine	   dalla	   superficie	   della	   membrana	  cellulare	  spermatica,	  poiché	  queste	  interferiscono	  con	  la	  reazione	  acrosomiale.	  Vi	  è	  il	   rilascio	   di	   enzimi	   idrolitici	   dalla	   testa	   dell’acrosoma,	   consentendo	   la	  penetrazione	  dello	  spermatozoo	  fra	  le	  cellule	  della	  granulosa,	  la	  zona	  pellucida	  e	  il	  contatto	   con	   la	   membrana	   plasmatica	   dell’oocita.	   Poiché	   nel	   tratto	   genitale	  femminile,	   gli	   spermatozoi	   devono	   subire	   tutte	   queste	  modificazioni	   prima	   della	  fertilizzazione,	   la	   deposizione	   del	   materiale	   seminale	   deve	   avvenire	   prima	  dell’ovulazione.	   Nella	   cavalla	   sottoposta	   a	   inseminazione	   artificiale	   con	   seme	  congelato,	   a	   causa	   della	   ridotta	   sopravvivenza	   degli	   spermatozoi,	   si	   deposita	   il	  seme	  in	  tempi	  molto	  vicini	  all’ovulazione.	  Nella	  specie	  equina	  l’oocita	  completa	  la	  prima	   divisione	   meiotica	   dopo	   la	   fertilizzazione.	   Avvenuta	   la	   fecondazione,	  l’embrione	   continua	   il	   suo	   sviluppo	   all’interno	   dell’ovidutto,	   fino	   allo	   stadio	   di	  morula	   o	   di	   giovane	   blastocisti,	   prima	   di	   passare	   all’utero.	   Questo	   periodo	   dà	  all’utero	   il	   tempo	   di	   portare	   a	   termine	   la	   risposta	   infiammatoria	   che	   causa	   la	  rimozione	  degli	  spermatozoi	  e	  permette	  che	  le	  ghiandole	  dell’endometrio	  inizino	  a	  secernere	   nutrienti,	   sotto	   lo	   stimolo	   del	   progesterone	   prodotto	   dal	   corpo	   luteo;	  questi	   nutrienti	   sono	   essenziali	   per	   lo	   sviluppo	   dell’embrione	   durante	   la	   fase	   di	  preimpianto.	   Unica	   nella	   specie	   equina	   è	   la	   capacità	   di	   discriminare	   un	   oocita	  fertilizzato	   da	   uno	   non	   fertilizzato,	   gli	   oociti	   non	   fertilizzati	   dei	   cicli	   precedenti	  rimangono	   dentro	   l’ovidutto,	   mentre	   l’oocita	   fertilizzato	   passa	   nell’utero.	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L’effettore	  di	  questo	  particolare	  comportamento	  è	  la	  PGE2	  (Weber	  et	  al,	  1995).	  In	  una	  serie	  di	  esperimenti	  è	  stato	  dimostrato	  che	  non	  solo	  l’embrione	  secerne	  PGE2	  e	  PGF2α	  dal	  4-­‐5°giorno	  dopo	  ovulazione	  (Weber	  et	  al,	  1991;	  Freeman	  et	  al,	  1992),	  ma	   anche	   che	   la	   somministrazione	   nell’ovidutto	   di	   PGE2	   il	   giorno	   4,	   induce	   una	  entrata	  prematura	  dell’embrione	  in	  utero	  (Weber	  et	  al,	  1991).	  Da	  queste	  scoperte,	  oggi	   è	   assodato	   che	   gli	   embrioni	   sono	   prima	   bloccati	   nella	   regione	   ampullare	  dell’ovidutto	   da	   contrazioni	   toniche	   del	   muscolo	   liscio	   circolare	   dell’istmo.	   Una	  volta	  che	  un	  embrione	   in	  sviluppo	  ha	  raggiunto	   lo	  stadio	  di	  morula	  è	   in	  grado	  di	  secernere	   PGE2	   in	   quantità	   sufficienti	   da	   far	   rilassare	   lo	   “sfintere”	   dell’istmo	   e	  quindi	  di	  passare	  rapidamente	  verso	  l’utero.	  Dato	  che	  gli	  oociti	  non	  fertilizzati	  non	  sono	   in	   grado	   di	   secernere	   le	   prostaglandine	   non	   raggiungono	   quasi	  mai	   l’utero	  (tranne	   rari	   casi	   nei	   quali	   seguono	   l’embrione).	   Per	   l’esperimento	   descritto	   in	  precedenza	  è	  possibile	  applicare,	  per	  via	  laparoscopica,	  un	  gel	  a	  base	  di	  PGE	  negli	  ovidutti	  per	  anticipare	   il	  passaggio	  dell’embrione,	  ad	  esempio	  per	  una	  successiva	  criopreservazione	   oppure	   nei	   casi	   di	   fattrici	   subfertili,	   nelle	   quali	   gli	   oociti	   non	  fertilizzati	   accumulati	   impediscano	   il	  passaggio	  dell’embrione	   (Allen	  et	  al,	  2006).	  Per	   la	   cavalla	   i	   cambiamenti	  della	   sintesi	  e	  del	   rilascio	  della	  prostaglandina	  sono	  cruciali	  per	  lo	  stabilirsi	  della	  gravidanza,	  è	  dimostrato	  che	  l’embrione	  è	  in	  grado	  di	  produrre	   sostanze	   che	   modificano	   la	   capacità	   di	   sintesi	   della	   PGF	   da	   parte	  dell’utero.	  Uno	  dei	   sistemi	  con	  cui	   l’endometrio	  è	   informato	  della	  presenza	  di	  un	  embrione	   è	   la	   sintesi	   di	   estrogeni	   da	   parte	   dell’embrione	   stesso.	   Nella	   cavalla,	  riveste	  particolare	  importanza	  anche	  il	  passaggio	  e	  il	  movimento	  dell’embrione	  nel	  tratto	  genitale;	  infatti	  esso	  si	  sposta	  continuamente	  nei	  due	  corni	  uterini,	  prima	  di	  impiantarsi	   definitivamente	   il	   16°	   giorno.	   L’impianto	   si	   realizza	   attraverso	   una	  “invasione”	  dei	  villi,	  le	  prime	  indicazioni	  di	  quest’ultimo	  iniziano	  circa	  25-­‐30	  giorni	  dopo	   la	   fecondazione	  e	   si	  pensa	   che	  debbano	   trascorrere	  altri	  7-­‐10	  giorni	  prima	  che	  si	  produca	  una	  significativa	  quantità	  di	  principi	  nutrizionali	  da	  sito	  d’impianto.	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Morfologia	  Embrionale	  dal	  giorno	  0	  al	  7	  
	  Sei	  ore	  dopo	  l’ovulazione,	  gli	  oociti	  sono	  ancora	  rivestiti	  dalle	  cellule	  del	  cumulo	  e	  quindi	   non	   è	   possibile	   determinarne	   l’effettiva	   fertilizzazione.	   Comunque	   di	   un	  totale	  di	  18	  oociti	  o	  embrioni,	  recuperati	  da	  12	  a	  92	  ore	  post	  ovulazione,	  16	  sono	  stati	   fertilizzati	   in	  una	  quasi	  sincronia	  (Bezard	  et	  al,	  1989).	   I	  pronuclei	  materni	  e	  paterni	  sono	  visibili	  dopo	  12	  ore	  dall’ovulazione	  (Bezard	  et	  al,	  1989)	  e	  migrano	  in	  apposizione	  entro	  le	  seguenti	  7	  ore	  (Grondal	  et	  al,	  1993).	  	  Le	   seguenti	   caratteristiche	  dello	   sviluppo	  dell’embrione	  equino	  sono	  vitali	  per	   lo	  stabilirsi	  della	  gravidanza,	  e	  spiegano	  in	  parte	  la	  difficoltà	  di	  una	  fertilizzazione	  in	  vitro:	   le	  membrane	  di	   rivestimento	  depositate	   all’esterno	  della	   zona	  pellucida;	   il	  meccanismo	  mediante	  il	  quale	  la	  massa	  cellulare	  interna	  inizia	  la	  segregazione	  ed	  il	  già	  citato	  meccanismo	  del	  discernimento	  degli	  oociti	   fecondati	   rispetto	  a	  quelli	  non.	   	   Da	   citare	   anche	   la	   marcata	   asimmetria	   nella	   distribuzione	   degli	   organelli	  cellulari	  nell’oocita,	  prima	  e	  dopo	  l’ovulazione,	  come	  anche	  nello	  zigote	  alle	  prime	  fasi	   (Betteridge,	   2007).	   L’interesse	   è	   notevole,	   poiché	   la	   polarità	   può	   essere	  influenzata	   dalla	   comunicazione	   tra	   cellule	   follicolari	   e	   oocita	   tramite	   processi	  transzonali	  che	  possono	  essere	  distrutti	  da	  procedure	  come	  la	  maturazione	  in	  vitro	  delle	  cellule	  uovo,	  dando	  origine	  così	  ai	  ben	  noti	  problemi	  di	  sviluppo	  in	  vitro.	  	  La	   segregazione	   delle	   cellule	   interne	   dal	   trofoblasto	   alla	   formazione	   della	  blastocisti	  è	  molto	  meno	  rapida	  e	  distinta	  nel	  cavallo	  rispetto	  ai	   ruminanti.	  Negli	  equidi	  la	  massa	  cellulare	  interna	  è	  molto	  più	  dispersa	  e	  occupa	  una	  maggior	  parte	  dello	  spazio	  cellulare	  a	  palizzata	  del	  trofoblasto.	  Da	  questo	  fatto,	  nel	  cavallo,	  è	  più	  difficile	   distinguere	   la	   morula	   dalla	   blastocisti	   giovane	   rispetto	   alle	   altre	   specie	  domestiche	  (Betteridge,	  2007).	  Quando,	   a	   circa	   6	   giorni	   post	   ovulazione,	   l’embrione	   passa	   nell’utero,	   possiede	  ancora	  la	  zona	  pellucida	  non	  espansa,	  solitamente	  con	  un	  diametro	  totale	  di	  circa	  180μm,	  e	  si	  presenta	  in	  transizione	  tra	  morula	  e	  blastocisti	  (Battut	  et	  al,	  2001).	  	  La	   cavità	   della	   blastocisti	   inizia	   ad	   ingrandirsi,	   diventando	   meglio	   definita,	   	   la	  massa	   interna	   cellulare	   diventa	   più	   nitida	   e	   appare	   rugosa	   con	   cellule	  dell’endoderma;	   in	   seguito	   queste	   ultime	   prima	   formano	   “colonie”	   separate	   e	  distribuite	   nel	   trofoblasto	   interno,	   poi,	   con	   la	   crescita,	   si	   fondono	   a	   formare	   un	  foglietto	   unico	   (Enders,	   1993).	   Sulla	   superficie	   esterna,	   la	   capsula	   è	   portata	  internamente	  tra	  il	  trofoblasto	  e	  lo	  strato	  interno	  della	  zona	  pellucida	  (Betteridge,	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2007),	  quest’ultima	  poi	  degenera	  nel	  primo	  giorno	  di	  discesa	  in	  utero	  (Figura	  1).	  	  	  
  
Figura 1 Distacco della zona pellucida, con formazione della capsula circondante il trofoblasto. 
(Betteridge 2007) 
 
 
Ricerca	  e	  recupero	  degli	  embrioni	  
	  	  Uno	  dei	  primi	  studi	  sul	  recupero	  di	  embrioni	  equini	  per	  via	  non	  chirurgica	  è	  quello	  eseguito	   da	   Oguri	   e	   Tsutsumi	   nel	   1972.	   In	   passato	   il	   trasferimento	   di	   embrioni	  nella	  specie	  bovina	  era	  stato	  studiato	  e	  tentato	  con	  successo	  da	  Mutter	  e	  colleghi	  nel	  1964,	  Sugie	  (1965),	  Rowson	  et	  al	  (1969);	  mentre	  nella	  specie	  suina	  da	  Polge	  e	  Day	  nel	  1968.	  In	  questo	  esperimento	  l’obiettivo	  è	  stato	  il	  tentativo	  di	  recupero	  di	  embrioni	   dal	   lume	   uterino	   di	   fattrici	   usando	   l’apparato	   di	   Rowson	   e	   Dowling	  (1949),	  e	  secondariamente	  esaminare	  la	  possibilità	  di	  un	  embryo	  transfer.	  	  Lo	  studio	  è	  stato	  condotto	  su	  un	  totale	  di	  18	  fattrici	  di	  razza	  Hokkaido	  di	  un’età	  di	  2-­‐13	  anni,	  usate	  nei	  due	  anni	  precedenti	  per	  la	  stagione	  riproduttiva.	  Ogni	  giorno	  è	  stata	  eseguita	  una	  palpazione	  per	  determinare	  lo	  stato	  delle	  ovaie	  e	  dell’utero.	  	  Per	  testare	  se	  gli	  embrioni,	  trasferiti	  per	  via	  transcervicale,	  siano	  espulsi	  dal	  lume	  uterino,	   sono	   stati	   depositati	   nella	   parte	   centrale	   del	   corno	   uterino,	   usando	   uno	  speciale	   iniettore,	   degli	   oociti	   di	   coniglio	   +	   0,3mL	   di	   una	   mistura	   di	   siero	   di	  coniglio,	  Ringer	  e	  1000UI	  di	  penicillina.	  Da	  2	  a	  10	  oociti	  sono	  stati	  depositati,	  3	  o	  4	  giorni	  post	  ovulazione,	  in	  11	  fattrici	  dopo	  la	  monta;	  e	  6	  giorni	  post	  ovulazione	  in	  5	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cavalle	  non	  servite	  dallo	  stallone.	  Gli	  oociti	  sono	  stati	  recuperati	  mediante	  flushing	  5,	  24,	  48	  ore	  rispettivamente	  dopo	  3,	  4,	  6	  giorno	  dalla	  deposizione	  in	  utero.	  I	   flushing	   sono	   stati	   attuati	   usando	  un	   apparato	   a	   3	   vie	  modificato	   di	  Rowson	  &	  Dowling	  (1949),	  creato	  per	  la	  specie	  bovina	  come	  illustrato	  in	  Figura	  2.	  
	  Figura	  2.	  Tubo	  esterno	  di	  materiale	  acrilico,	  interno	  di	  resina	  vinilica.	  La	  punta	  del	  tubo	  esterno	  è	  connessa	   con	   un	   tubo	   fine	   di	   polietilene	   da	   un	   palloncino	   di	   lattice.	   Il	   tubo	   interno	   è	   libero	   di	  muoversi	  in	  ogni	  direzione	  dentro	  quello	  esterno.	  A:	  tubo	  di	  infusione	  (esterno).	  B:tubo	  di	  recupero	  (interno).	  C:	  pallone	  di	  lattice.	  D:	  sistema	  per	  intercettare	  l’aria.	  	  	  Questo	  strumento	  è	  stato	  inserito	  attraverso	  la	  cervice	  nel	  lume	  uterino,	  e	  guidato	  dal	  retto	  con	  una	  mano.	  Il	  pallone	  di	  lattice,	  una	  volta	  in	  posizione,	  è	  stato	  gonfiato	  con	   aria	   per	   il	   bloccaggio.	   Il	   fluido	   del	   flushing	   è	   stato	   infuso	   attraverso	   il	   tubo	  esterno,	   e	   poi	   recuperato	   con	  quello	   interno.	   L’utero	   è	   stato	   lavato	   in	   condizioni	  asettiche,	  usando	  circa	  1500mL	  di	  soluzione	  salina	  sterile.	  I	  vari	  liquidi	  dal	  flushing	  sono	  stati	  recuperati	  e	  separatamente	  stoccati	  in	  tubi	  appositi	  da	  100mL	  e	  tenuti	  a	  30°C	  per	  20	  minuti.	  Circa	  3mL	  del	  fluido	  surnatante	  di	  ogni	  tubo	  è	  stato	  rimosso	  e	  gli	  oociti	  (ed	  embrioni)	  sono	  stati	  osservati	  con	  un	  microscopio.	  Sono	   stati	   effettuati	   80	   tentativi	   di	   recupero	   di	   embrioni	   equini	   con	   le	   tecniche	  prima	  descritte	  a	  5,	  6,	  7,	  8,	  9,	  10	  giorno	  post	  ovulazione.	  Mediante	  un	  microscopio	  graduato	  sono	  state	  osservate	  le	  dimensioni	  di	  25	  embrioni	  equini	  recuperati	  da	  5	  a	   8	   giorni	   post	   ovulazione,	   e	   quelle	   di	   30	   oociti	   non	   fertilizzati	   recuperati	   con	  puntura	  dell’ovaio	  di	  fattrici	  all’autopsia.	  Sono	  stati	  ottenuti	  11	  embrioni	  da	  5	  a	  7	  giorni	  post	  ovulazione.	  	  La	  percentuale	  di	  volume	  medio	  di	  medium	  recuperato	  in	  un	  totale	  di	  85	  flushing	  uterini	  è	  stata	  del	  97,3%.	  	  Il	   tasso	  di	   recupero	  degli	   oociti	   di	   coniglio	   a	  5,	   24	   e	  48	  ore	  post	   trasferimento	   è	  risultato	   diminuire	   col	   tempo,	   circa	   il	   50%	   degli	   oociti	   sono	   rimasti	   nell’utero	  equino	   per	   più	   di	   48	   ore.	   Questi	   esperimenti	   hanno	   mostrato	   che	   tecniche	   non	  chirurgiche	  possono	  essere	  utilizzate	  per	  la	  deposizione	  e	  il	  recupero	  di	  embrioni	  equini.	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reports for superovulation and synchronization of oestrus in mares, though
many workers have attempted to induce ovulation by hcg during oestrus
(Mirskaja & Petropavlovskiï, 1937; Day, 1939, 1940; Hancock, 1948; Nishi-
kawa, 1959; Loy & Hughes, 1966; Ellicott & Dziuk, 1970).
MATERIALS AND METHODS
A total of eighteen adult Hokkaido native pony mares ranging from 2i to 13
years of age were used continuously through two breeding seasons of 1969 and
1970. All mares were teased every morning by an active vigorous stallion todetect the onset of oestrus, during which period the ovaries were palpated per
rectum once a day. Mares were served by a fertile stallion once a day on alter¬
nate days up to the time of ovulation, in eighty out of a total of 142 oestrous
periods.
Deposition of rabbit ova in the uteri of mares and recovery of the ova
To test whether ova transferred through the cervix were expelled from theuterine lumen, rabbit ova in 0-3 ml of a mixture of rabbit serum and Ringer's
solution including 1000 i.u. penicillin/ml were deposited into the middle
B'X
Text-fig. 1. Diagram of the three-way system apparatus used for non-surgical recovery
of equine eggs. The external tube (12 mm o.d. and 65 cm in length) is made of acrylicacid resin, and the larger internal tube of vinyl resin. The tip of the external tube is
connected with a fine polyethylene tube by latex collar. The internal tube is free to
move in either direction within the external tube. A, infusion tube (external tube) ; B,
recovery tube (internal tube); C, latex collar; D, tap on air system; f: direction of flow.
portion ofthe uterine horn through the cervix of recipient mares, using a special
injector. The injector consisted of an external tube made of acrylic resin (8 mm
o.d. and 60 cm in length) and an internal fine polyethylene (70 cm in length)
t be connected to a 1-ml syri g . Two to ten eggs were deposit d 3 and 4 days
after ovulation following service in eleven mares and 6 days after ovulation in
five mares which had ot been served. The eggs were then collected by flushing
5, 24 and 48 hr, respectively, after the 3-, 4- and 6-day times of deposition.
Uterine flushings were carried out using a modification of the three-way
EXPLANATION OF PLATE 1
Fig. 1. Equine ovum obtained from a Graafian follicle (4-5 cm in diameter),  250.
Fig. 2. Living equine morula 5 days after ovulation,  275.
Fig. 3. Living early equine blastocyst 6 days after ovulation, x 270.
Fig. 4. Living equine blastocyst 6 days after ovulation. Note the polar body (arrow) andthe thread-like structure between the inner cell mass and trophoblast.  265.
Fig. 5. Living equine blastocyst 7 days after ovulation,  140.
Fig. 6. Living equine blastocyst 8 days after ovulation,  50.
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Gli	  embrioni	  di	  cavallo	  recuperati	  ai	  giorni	  6,	  7,	  8,	  9	  e	  10	  post	  ovulazione	  sono	  stati	  recuperati	  allo	  stadio	  di	  blastocisti;	  tuttavia	  non	  sono	  stati	  recuperati	  embrioni	  in	  9	  diversi	   flushing	  al	  5	   giorno	  post	  ovulazione,	   alcuni	   sono	   stati	   trovati	   in	   cavalle	  che	   avevano	   ricevuto	   oociti	   di	   coniglio	   48	   ore	   e	   24	   ore	   prima	   del	   flushing.	   Ad	  esempio,	  quando	  gli	  oociti	  di	  coniglio	  sono	  stati	  trasferiti	  3	  giorni	  post	  ovulazione,	  e	   i	   flushing	   approntati	   48	   ore	   dopo	   il	   trasferimento,	   il	   tasso	   di	   recupero	   di	  embrioni	   equini	   è	   stato	   del	   100%.	   Quando,	   invece,	   la	   deposizione	   di	   oociti	   di	  coniglio	  è	  stata	  fatta	  nel	  4°	  giorno	  post	  ovulazione,	  e	  il	  flushing	  a	  24	  ore,	  il	  tasso	  di	  recupero	  è	  stato	  del	  25%.	  	  	  Un	  altro	  studio	  di	  Oguri	  e	  Tsutsumi	  del	  1974	  riporta	  un	  altro	  recupero	  di	  embrioni	  con	  risultati	  interessanti.	  Sono	  state	  usate	  come	  fattrici	  e	  ricevente	  18	  fattrici	  di	  razza	  Hokkaido,	  una	  mezzo-­‐Hokkaido	   e	   6	   mezzosangue,	   di	   età	   tra	   2	   e	   19	   anni.	   Tutte	   le	   cavalle	   sono	   state	  provate	  con	   lo	  stallone	  ogni	  mattina	   fino	  all’evidenza	  dell’estro,	  e	  palpate	  per	  via	  rettale.	  A	  giorni	  alterni	  sono	  state	  condotte	  alla	  monta	  naturale	  fino	  all’ovulazione.	  Per	   la	   sedazione	   è	   stata	   utilizzata	   propionilpromazina	   1%	   (Combelen®,	   Bayer)	   a	  1mL/100kg	  30-­‐40	  minuti	  prima	  del	  flushing.	  Gli	  embrioni	  sono	  stati	  prelevati	  dalle	  donatrici	  da	  144	  a	  168	  ore	  post	  ovulazione,	  usando	   l’apparato	   e	   le	   metodiche	   descritte	   nello	   studio	   precedente	   (Oguri	   e	  Tsutsumi,	  1972).	  Sono	  stati	  recuperati	  15	  embrioni,	  dei	  quali	  10	  sono	  stati	  posti	  in	  un	  medium	  composto	  da	  Ringer	  lattato	  con	  1000UI	  di	  penicillina/mL	  e	  mantenuti	  a	   30°C	   per	   29	   fino	   a	   70	   minuti.	   I	   rimanenti	   5	   embrioni	   sono	   stati	   lasciati	   nel	  medium	  di	  flushing	  fino	  al	  trasferimento.	  	  Dall’utero	   di	   20	   donatrici	   sono	   stati	   recuperati	   18	   embrioni	   6	   giorni	   dopo	  l’ovulazione,	  con	  un	  tempo	  medio	  di	  flushing	  di	  18	  minuti;	  il	  diametro	  medio	  degli	  embrioni	  includendo	  la	  zona	  pellucida	  è	  stato	  di	  185μm.	  	  	  Nel	  1978,	  dal	  gruppo	  di	  Zavy	  e	  colleghi	  è	  stata	  riportata	  una	  tecnica	  per	  la	  raccolta	  di	   fluido	   dall’utero	   di	   cavalle,	   che	   può	   essere	   sfruttata	   anche	  nel	   flushing	   per	   gli	  embrioni.	  	  Sono	   state	   utilizzate	   18	   fattrici	   normalmente	   cicliche,	   di	   razza	   Quarter	   Horse	   e	  Purosangue	  Inglese.	  Il	  recupero	  è	  stato	  effettuato	  nei	  giorni	  4,	  8,	  12,	  14,	  16,	  18	  e	  20	  post	   ovulazione.	   Ogni	   giorno	   il	   comportamento	   estrale	   è	   stato	   verificato	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presentando	  le	  cavalle	  allo	  stallone.	  L’ovulazione	  è	  stata	  controllata	  giornalmente	  con	   palpazione	   transrettale.	   In	   totale,	   durante	   l’esperimento	   sono	   stati	   portati	   a	  termine	   42	   flushings.	   Le	   cavalle	   sono	   state	   assegnate	   al	   giorno	   della	   raccolta	   in	  ordine	  ascendente,	  fino	  all’ovulazione.	  Molte	  fattrici	  sono	  state	  coinvolte	  in	  più	  di	  un	   flushing	   in	   successivi	   cicli	   estrali,	   ma	   per	   almeno	   un	   ciclo	   sono	   state	   fatte	  riposare	  (dal	  punto	  di	  vista	  riproduttivo).	  	  Tutte	  le	  cavalle	  sono	  state	  poste	  in	  un	  travaglio	  metallico,	  è	  stata	  bendata	  la	  coda	  ed	  è	  stato	  effettuato	  un	  lavaggio	  del	  perineo	  con	  un	  disinfettante	  (Novalsan®	  Fort	  Dodge),	  non	  è	  stato	  necessario	  fare	  uso	  di	  tranquillanti.	  	  Il	   catetere	   utilizzato	   (Figura	   3)	   è	   basato	   su	   una	   modifica	   all’apparato	   ideato	   da	  Fahning	  e	  colleghi	  nel	  1966	  per	   il	  bovino.	  Consiste	   in	  un	  catetere	  di	  Foley	  (da	  8-­‐10mm)	  con	  una	  cuffia	  gonfiabile	  sulla	  punta,	  all’interno	  è	  stato	  posto	  un	  secondo	  catetere	  di	  materiale	  metallico	  da	  16	  gauge	  dotato	  nella	  sua	  sommità	  di	  una	  punta	  Silastic	   di	   circa	   13	   cm,	   con	   una	   serie	   di	   fori	   laterali,	   per	   favorire	   la	   raccolta	   del	  liquido	   e	   ridurre	   traumi.	   Questo	   strumento	   è	   stato	   sottoposto	   a	   sterilizzazione	  prima	  dell’uso.	  
	  Figura	  3:	  Rappresentazione	  schematica	  dello	  strumento	  in	  posizione	  nell’utero.	   	  	   	  	  E’	  stato	  inserito	  per	  via	  transcervicale	  nell’utero,	  una	  volta	  in	  posizione	  la	  cuffia	  è	  stata	  gonfiata	  con	  60cc	  di	  aria	  e	  posta	  subito	  dopo	  l’ostio	  cervicale	  interno,	  così	  da	  attuare	  un	  blocco	  a	   livello	  di	  quest’ultimo.	  Sono	  stati	   infusi	   attraverso	   il	   catetere	  interno	   80mL	   di	   soluzione	   NaCl	   0,33M	   all’interno	   del	   lume	   uterino.	   Poi	   è	   stato	  eseguito	  un	  massaggio	  dell’utero	  per	  via	  transrettale	  per	  5	  minuti,	  per	  favorire	  un	  mescolamento	   del	   medium.	   Dopo,	   il	   fluido	   è	   stato	   lentamente	   recuperato,	   le	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20 post-ovulation. Estrus was detected daily by 
teasing with an active, vigorous stallion. Ovula- 
t ion was detected by daily rectal palpat ion of 
the ovaries. Rectal palpation was performed by 
the same person each day to eliminate variation 
among individuals. Throughout  the experiment  
42 uterine flushings were collected. Mares were 
assigned to the day of collection in ascending 
order (day 4, 8, 12, 14, 16, 18 or 20) within a 
replicate as they became available (ovulated). 
Several of the mares were used for collection of 
more than one uterine flushing in succeeding es- 
trous cycles but  at least one estrous cycle was 
permit ted to intervene between two collections. 
Animal Preparation. Mares were restrained in 
a metal frame palpation chute. Tails were ban- 
daged and the external genital area washed 
thoroughly with a disinfectant 2 . Tranquiliza- 
t ion of  the mares was not  necessary at any t ime 
during the procedure. 
Design of  Catbeter. The design of  the cathe- 
ter was based on a modification of  the appa- 
ratus described by Fahning et al. (1966) to col- 
lect uterine flushings from cows. The modified 
catheter  consisted of  a 26 to 30 French (8 to 
10 mm) Foley catheter  with an inflatable 30 cc 
cuff. This catheter  served an an outside casing. 
Inside the casing was a 16 gauge stainless steel 
inner catheter. Attached to the anterior end of  
the inner catheter was a Silastic tip approxi-  
mately 13 cm in length, with several side holes. 
The function of this tip was to aid in collection 
of  uterine fluid and to reduce endometrial  
trauma. This catheter  was sterilized before use. 
Sample Collection. The sterile catheter  was 
placed transcervicaUy into the uterus by ma- 
nipulation through the cervical canal. Once in 
the uterus, the inflatable cuff was posit ioned 
just anterior to the internal os of the cervix. The 
cuff was inflated with approximate ly  60 cc of 
air. A cervical block which prevented the flush- 
ing medium from leaking back into the vagina 
was thus established, as shown in figure 1. 
Eighty milliliters of  sterile .33M NaC1 were 
infused through the inner catheter  into the 
uterine lumen. The uterus was massaged per 
rectum, for a period of 5 min to insure ade- 
quate mixing of the luminal contents and 
saline. After 5 min, fluid containing uterine se- 
cretions was slowly withdrawn from the uterus. 
2 Nolvasan -- Fort Dodge. 
a Furaein-(nitrofurazone) Eaton Veterinary Labora- 
tories. 
;i ......... J J  - \  
Figure 1. Diagrammatic representation of uterine 
secretion collection device in position in the uterus. 
The inner catheter (A) is depicted in the extended 
position. 
Uterine flushings were al iquoted into sterile 
vials, and placed in an ice bath. A 1 ml sample 
of  flushing was saved for bacteriological evalua- 
tion. After  the last flushing had been aspirated, 
50 ml of an a ti-microbial agent 3 were infused 
into the uterus. The catheter  was removed and 
the mare returned to the herd. Mares subjected 
to the collection procedure were observed daily 
for indications of  post-collection complications,  
such as uterine or vaginal discharge. 
Volume of  uterine flushings was measured in 
a graduate cylinder preliminary to centrifuga- 
t ion in a refrigerated centrifuge (4 C) for 20 
minutes at 12,062 • g. The supernatant  was 
then fil tered through a .45 /a filter, to remove 
bacteria and/or  cellular debris. The filtrate was 
then transferred into sterile vials and stored at 
- 2 0  C for subsequent analysis of  protein con- 
centrations. Protein concentrat ion of the 
uterine flushings was determined by the 
method of  Lowry et al. (1951). 
Statistical Analysis. Percent flushing medium 
recovered and total  protein were analyzed by  
the method of  least squares (Harvey, 1960). 
The model  included mares, (15 df) days, (6 df) 
and residual variation (20 df). 
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aliquote	   sono	   state	   poste	   in	   fiale	   sterili	   e	  messe	   in	   bagno	   ghiacciato.	   Terminato	  anche	  l’ultimo	  flushing,	  nell’utero	  di	  ogni	  fattrice	  è	  stato	  posto	  come	  antibatterico	  50mL	   di	   infuso	   di	   nitrofurazone,	   poi	   il	   catetere	   è	   stato	   rimosso	   e	   le	   cavalle	  riportate	  nel	  loro	  paddock.	  Il	   volume	   medio	   di	   liquido	   recuperato	   è	   stato	   di	   85mL	   e	   non	   è	   apparso	  condizionato	   significativamente	   dal	   ciclo	   estrale.	   Non	   sono	   state	   osservate	  infezioni	  uterine	  in	  nessuna	  delle	  fattrici	  prese	  in	  esame;	  non	  sono	  stati	  nemmeno	  riscontrati	  effetti	  negativi	  sulla	  fertilità,	  dal	  momento	  che	  molte	  cavalle	  sono	  state	  fatte	  accoppiare	  in	  cicli	  successivi	  e	  sono	  risultate	  gravide.	  	  Una	  tecnica	  diversa	  è	  stata	  proposta	  da	  Imel	  e	  colleghi	  nel	  1981;	  è	  stato	  raccolto	  il	  liquido	   refluo	   dall’utero	   in	   cilindri	   graduati,	   è	   stato	   poi	   tenuto	   a	   temperatura	   di	  37°-­‐38°C	  e	   lasciato	   riposare	  per	   circa	  30	  minuti.	  E’	   stato	  poi	   sifonato	   in	  un	  altro	  contenitore	   fino	   a	   lasciare	   nel	   primo	   solo	   50-­‐100	   mL	   nei	   quali	   verrà	   ricercato	  l’embrione;	  successivamente	  il	  liquido	  recuperato	  dai	  lavaggi.	  	  Nel	   1989	   da	   Patricia	   Sertich	   è	   stato	   riportato	   uno	   studio	   della	   durata	   di	   4	   anni,	  coinvolgente	   18	   donatrici,	   nel	   quale	   è	   citato	   un	   ulteriore	   metodo	   di	   recupero	  embrioni.	  Il	  giorno	  7	  post	  ovulazione,	   la	  donatrice	  è	  stata	  posta	  in	  un	  travaglio	   	  e	  con	  la	  seguente	  tecnica	  asettica	  è	  stato	  effettuato	  il	  lavaggio	  dell’utero.	  E’	  stato	  eseguito	  con	  un	  catetere	  di	  Foley	  modificato,	   inserito	  nel	  corpo	  uterino	  e	  bloccato	   sulla	   cervice	   con	   la	   cuffia	   insufflata	   con	   30mL	   di	   aria.	   Come	  medium	   è	  stata	  utilizzata	  una	  soluzione	  salina	   tamponata	  con	   fosfati	   (a	  37°C),	   composta	  da	  acqua	  distillata	  e	  ionizzata	  +	  siero	  bovino	  fetale	  1%	  +	  60UI	  di	  penicillina	  e	  60ug	  di	  diidrostreptomicina/mL.	   Ogni	   lavaggio	   è	   stato	   portato	   a	   compimento	   con	   1L	   di	  medium	  in	  utero	  per	  gravità,	  e	  recuperandolo,	   sempre	  per	  gravità,	   in	  un	  cilindro	  graduato	  da	  1L.	  La	  mano	  dell’operatore	  è	  rimasta	  in	  vagina	  durante	  le	  operazioni	  e	  l’utero	  non	  è	  stato	  massaggiato	  per	  via	  rettale.	  Ogni	  lavaggio	  è	  stato	  eseguito	  per	  3	  volte.	   Quando	   la	   maggior	   parte	   del	   fluido	   non	   è	   stata	   recuperata,	   è	   stata	  somministrata	   per	   via	   endovenosa	   ossitocina	   nel	   dosaggio	   di	   20UI,	   favorendo	   il	  recupero	   del	   fluido	   entro	   1-­‐5	   minuti.	   Dopo	   il	   terzo	   lavaggio,	   sono	   state	  somministrate	  PGF2a	  per	  via	  intramuscolare	  al	  dosaggio	  di	  0.022mg/kg.	  	  Il	  cilindro	  graduato	  contenente	  il	  medium	  di	  lavaggio	  è	  stato	  mantenuto	  a	  23°C	  per	  20-­‐30	  minuti	  per	  permettere	  la	  decantazione	  dell’embrione.	  La	  parte	  superiore	  del	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medium	  è	  stata	  aspirata	  attraverso	  un	  filtro	  per	  embrioni,	  lasciando	  50mL	  di	  fluido	  nel	  cilindro,	  che	  è	  stato	  poi	  posto	  in	  una	  piastra	  Petri.	  Il	  cilindro	  è	  stato	  sciacquato	  con	  altri	  50mL	  di	  medium	  che	  è	  stato	  posto	  nuovamente	  nella	  piastra.	   Il	   fluido	  è	  stato	  osservato	  con	  un	  microscopio	  da	  dissezione	  per	  la	  ricerca	  dell’embrione.	  Dopo	   la	   localizzazione	  è	   stato	   lavato	  per	  mezzo	  di	  3	  bagni	   consecutivi	   in	  piastre	  Petri	   contenenti	   il	   medium	   precedente	   microfiltrato	   con	   aggiunta	   di	   20%	   siero	  fetale	  bovino	  inattivato.	  	  Su	  17	  fattrici,	  in	  4	  anni	  sono	  stati	  eseguiti	  111	  flushings	  uterini,	  dei	  quali	  45	  hanno	  avuto	  successo	  (35	  con	  embrione	  singolo	  e	  10	  con	  embrioni	  gemelli).	  Vi	  sono	  stati	  7	  casi	  di	  oociti	  non	  fertilizzati.	   Il	  44%	  degli	  embrioni	  è	  stato	  recuperato	  al	  primo	  lavaggio,	  27%	  al	  secondo	  e	  20%	  al	  terzo.	  	  Di	  interesse	  è	  anche	  un	  studio	  di	  Vanderwall	  presentato	  nel	  2000,	  nel	  quale	  è	  stato	  analizzato	  tutto	  il	  processo	  di	  recupero	  embrioni.	  	  E’	  stato	  riportato	  che	  gli	  embrioni	  possono	  essere	  recuperati	  tra	  il	  giorno	  6	  e	  il	  9,	  ma	   il	   tempo	   ottimale	   è	   7	   o	   8.	   L’indicazione	   principale	   per	   recuperi	   anticipati	   al	  giorno	  6	  è	  la	  criopreservazione.	  	  La	   raccolta	   è	   stata	   attuata	   con	   un	   lavaggio	   uterino	   transcervicale.	   Dopo	   aver	  posizionato	   la	   fattrice	   in	   travaglio,	   il	   perineo	   della	   stessa	   è	   lavato	   con	   un	  detergente,	   sciacquato	   accuratamente	   e	   asciugato	   con	   attenzione.	   L’operatore,	  munito	  di	  guanto	  sterile,	  inserisce	  nella	  vagina	  un	  catetere	  plastico	  sterile	  di	  80	  cm	  e	  con	  diametro	  di	  8mm,	  munito	  di	  pallone	  gonfiabile	  all’estremità	  (Figura	  4),	  che	  viene	  gonfiato	  superata	  la	  cervice	  per	  bloccare	  l’eventuale	  fuoriuscita	  di	  liquido.	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  Figura	  4:	  Disegno	  schematico	  della	  procedura	  da	  Aguilar	  e	  Woods	  1997.	  	  Una	   volta	   posto	   il	   catetere,	   l’utero	   è	   stato	   lavato	   3	   o	   4	   volte	   con	   il	   medium	   di	  Dulbecco	   (DPBS)	   riscaldato	   (30-­‐35°C)+1%	   siero	   bovino	   fetale+100UI/mL	  penicillina+100μg/mL.	  L’utero	  è	  stato	  riempito	  con	  1	  o	  2	  litri	  di	  medium	  per	  ogni	  flushing,	   poi	   il	   liquido	   è	   stato	   recuperato	   attraverso	   il	   catetere	   e	   un	   filtro	   per	  embrioni;	  sotto	  quest’ultimo	  è	  stato	  posto	  un	  contenitore	  graduato	  per	  monitorare	  la	  quantità	  di	  fluido	  recuperato.	  Dopo	  il	  primo	  flush	  l’utero	  è	  stato	  massaggiato	  per	  via	   rettale	   durante	   quelli	   seguenti,	   per	   favorire	   il	   recupero.	   E’	   necessario	  recuperare	   almeno	   il	   90%	   del	   liquido,	   che	   deve	   presentarsi	   scevro	   da	   sangue	   o	  flocculi	  (segno	  di	  endometrite	  attiva).	  Al	   completamento	   del	   lavaggio,	   il	   filtro	   è	   stato	   svuotato	   in	   un	   piatto	   sterile	   per	  ricerca	  al	  microscopio	  a	  circa	  15x	  di	  ingrandimento.	  Gli	  embrioni	  di	  8	  giorni	  sono	  sempre	  visibili	  con	  attenzione	  anche	  a	  occhio	  nudo.	  Una	  volta	  che	  è	  identificato	  un	  embrione,	   è	   sottoposto	   ad	   un	   minimo	   di	   3	   lavaggi	   sequenziali	   in	   gocce	   di	  DPBS+10%	   di	   siero	   bovino	   fetale	   sterilizzato,	   dopo	   il	   lavaggio	   è	   posto	   in	   una	  piastra	  Petri	  con	  lo	  stesso	  medium,	  per	  poi	  essere	  trasferito.	  	  	  Ancora	  un	  altro	  metodo	  di	  recupero	  embrioni	  è	  stato	  riportato	  da	  Wilsher	  e	  Allen	  nel	   2004.	   Lo	   sviluppo	   delle	   ovaie	   in	   estro	   è	   stato	   monitorato	   giornalmente	   o	   a	  giorni	  alterni	  con	  ecografia	  (Simpson	  et	  al.,	  1982).	  All’evidenza	  del	  raggiungimento	  di	  35mm	  del	  follicolo	  dominante,	  la	  fattrice	  è	  stata	  fatta	  accoppiare	  naturalmente	  o	  inseminata	   una	   sola	   volta;	   in	   coincidenza	   è	   stato	   somministrato	   per	   via	  endovenosa	   3000UI	   di	   hCG	   o	   CEG	   (Crude	   Equine	   Gonadotrophin	   extract).	   Sono	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state	  eseguite	  ecografie	  giornalmente	  fino	  all’evidenza	  dell’ovulazione.	  	  Il	  giorno	  7	  post	  ovulazione	  la	  cavalla	  è	  stata	  alloggiata	  in	  un	  travaglio	  in	  una	  stanza	  riscaldata	  a	  30-­‐32°C.	  Dopo	  un	  lavaggio	  del	  perineo,	  è	  stata	  utilizzata	  una	  sonda	  da	  flushing,	  passando	  attraverso	  la	  vagina	  e	  attraverso	  l’ostio	  cervicale,	  usando	  come	  guida	   il	  dito	  dell’operatore.	  Una	  volta	  posta	  oltre	   l’ostio	  cervicale	   interno,	  è	  stata	  insufflata	  e	  bloccata	  in	  situ,	  così	  da	  sigillare	  il	  passaggio.	  L’utero	  è	  stato	  infuso	  con	  1-­‐2	   litri	   di	   medium	   a	   base	   di	   DPBS+0,5%	   di	   siero	   fetale	   bovino+0.025%	   di	  kanamicina,	  e	  riempito	  per	  gravità	  finchè	  la	  fattrice	  non	  ha	  dato	  segni	  di	   fastidio.	  Dall’operatore,	  per	  via	  rettale,	  sono	  stati	  eseguiti	  dei	  massaggi	  e	  dei	  ballottamenti	  dell’utero	  per	  favorire	  la	  circolazione	  del	  liquido	  nella	  totalità	  del	  lume;	  il	  medium	  è	   stato	   poi	   recuperato,	   sempre	   per	   gravità,	   passando	   attraverso	   un	   filtro	   per	  embrioni	   (Em-­‐Con	   Filter).	   L’intera	   procedura	   è	   stata	   poi	   ripetuta	   una	   seconda	  volta,	  dopo	  la	  quale	  la	  cuffia	  gonfiabile	  è	  stata	  svuotata	  e	  il	  catetere	  rimosso	  dalla	  cavalla.	   L’embrione	   è	   stato	   poi	   cercato	   in	   una	   piastra	   Petri,	   mediante	   un	  microscopio	  da	  dissezione.	  	  	  
Valutazione	  Morfologica	  
	  Il	   primo	   lavoro	   su	   questo	   argomento	   è	   stato	   quello	   di	   McKinnon	   e	   Squires	   del	  1988.	  E’	  stata	  elaborata	  una	  scala,	  divisa	  in	  5	  stadi:	  	  Stadio	  1	   Morula:	   un	   embrione	   di	   colore	   scuro,	   con	   cellule	  impacchettate	   in	  modo	  ovoidale.	   Presenza	  o	  meno	  di	   spazio	  perivitellino	  incluso	  nella	  zona	  pellucida	  (circa	  16	  μm).	  Stadio	  2	   Giovane	   blastocisti:	   un	   embrione	   incluso	   in	   una	   zona	  pellucida	  spessa,	  con	  due	  distinte	  popolazioni	  di	  cellule.	  	  Cellule	   esterne	   non	   colorate	   (trofoblastiche)	   formanti	   una	  cavità	  piena	  di	   liquido	   (blastocele	  primitivo)	   con	  una	  massa	  cellulare	  interna	  più	  scura	  nel	  centro.	  Stadio	  3	   Blastocisti:	   un	   embrione	   con	   la	   cavità	   del	   blastocele	   ben	  sviluppata,	  una	  massa	  cellulare	  interna	  scura	  ed	  in	  posizione	  eccentrica,	   cellule	   trofoblastiche	   sottili	   e	   non	   colorate,	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capsula	   acellulare	   (1μm)	   sulla	   superficie	   interna	   della	   zona	  pellucida	  più	  sottile	  (<16μm).	  Stadio	  4	   Blastocisti	  in	  espansione:	  un	  embrione	  con	  una	  grande	  cavità	  blastocistica,	   una	   massa	   cellulare	   interna	   a	   forma	   di	   disco	  schiacciata	   contro	   lo	   strato	   trofoblastico	   esterno	   ma	   ben	  differenziata,	   una	   capsula	   più	   spessa	   ed	   una	   zona	   pellucida	  sempre	  più	  sottile	  (3μm).	  Stadio	  5	   Blastocisti	   schiusa:	   un	   embrione	   nello	   stadio	   di	   blastocisti	  espansa	  con	  la	  zona	  pellucida	  completamente	  persa	  e	  capsula	  esposta.	  	  	  Un	  altro	  metodo	  di	  valutazione	  morfologica	  è	   stato	  elaborato	  da	  Roels	  e	   colleghi	  nel	  2014.	  Sono	  stati	  recuperati	  o	  spediti	  (tempo	  di	  trasporto	  4-­‐24h)	  al	  centro	  ET,	  embrioni	  di	  cavallo	  di	  giorni	  7-­‐8	  per	  due	  stagioni	  riproduttive	  consecutive.	  	  Dopo	   il	   lavaggio	   con	   holding	   medium,	   sono	   stati	   fotografati	   con	   un	   protocollo	  standard;	   le	   fotografie,	  combinate	  con	   le	   informazioni	  sulla	  ricevente,	  spedizione,	  trasporto	   e	   stato	   di	   gravidanza	   a	   14	   fino	   50	   giorni,	   sono	   state	   conservate	   per	   la	  valutazione	  in	  data	  successiva.	  	  Tutti	  gli	  embrioni	  sono	  stati	  valutati	  morfologicamente,	  usando	  criteri	  predefiniti	  e	  senza	  conoscere	  in	  anticipo	  l’esito	  di	  gravidanza.	  I	  criteri	  includevano	  lo	  stadio	  di	  sviluppo,	   forma,	  grado	  di	  disidratazione	  della	  blastocisti	  e	  presenza	  e/o	   integrità	  della	  zona	  pellucida.	  Se	  presente	  la	  capsula,	  è	  stato	  stimato	  il	  grado	  di	  deiscenza	  tra	  la	   stessa	   e	   la	   blastocisti.	   Sono	   state	   registrate	   anche	   le	   seguenti	   caratteristiche:	  colore	   e	  omogeneità,	   numero	  di	   frastagliature	   sulla	   superficie,	   quantità	  di	  detriti	  adesi	   alla	   superficie	   esterna	   dell’embrione,	   presenza	   di	   blastomeri	   estrusi	   o	  irregolari.	  	  Sono	   stati	   trasferiti	   1047	   embrioni	   dei	   quali	   505	   recuperati	   nella	   clinica,	   e	   542	  refrigerati	  e	  trasportati.	  A	  14	  giorni	  853	  fattrici	  sono	  risultate	  gravide	  (82%),	  a	  50	  giorni	  729	  (70%).	  Dalle	  analisi	  dei	  dati	  è	  risultato	  che	  lo	  stadio	  di	  sviluppo	  non	  ha	  avuto	   influenza	   sul	   tasso	   di	   gravidanza	   a	   14	   giorni,	   	   ma	   ha	   avuto	   un	   impatto	  importante	  su	  quello	  a	  50	  giorni,	  stesso	  risultato	  anche	  per	  la	  presenza	  ed	  integrità	  della	   zona	   pellucida.	   I	   detriti	   rimasti	   adesi	   all’embrione	   e	   la	   regolarità	   della	  superficie	  esterna	  non	  hanno	  avuto	  influenza	  sull’esito	  di	  gravidanza.	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Comunque,	  forma	  dell’embrione,	  aderenza	  della	  capsula,	  riduzione	  della	  blastocisti	  (all’interno	   della	   capsula	   persa),	   colore	   e	   presenza	   di	   blastomeri	   estrusi	   hanno	  rivestito	   importanza	   sia	   nel	   controllo	   di	   gravidanza	   a	   14	   che	   a	   50	   giorni.	  Un’anormalità	  morfologica	  chiamata	  “tela	  di	  ragno”,	  riscontrata	  per	  il	  93%	  solo	  in	  embrioni	  trasportati	  e/o	  refrigerati,	  consistente	  in	  linee	  irregolari	  nella	  blastocisti	  stessa,	  ha	  avuto	  effetti	  significativi	  sul	  controllo	  di	  gravidanza	  a	  14	  giorni.	  Dallo	  studio	  è	  emerso	  che	  nessuna	  delle	  caratteristiche,	  presa	  individualmente,	  ha	  favorito	   effetti	   fatali	   dopo	   il	   trasferimento,	   tuttavia	   è	   stato	   riconosciuto	   che,	   su	  questo	   numero	   di	   embrioni,	   non	   si	   è	   in	   grado	   di	   identificare	   caratteristiche	   che	  possano	  escludere	  alcuni	  embrioni	  dall’essere	  trasferiti.	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Capitolo	   2:	   METODI	   DI	   CONSERVAZIONE	   DEGLI	  
EMBRIONI	  
	  
	  
Introduzione	  alla	  tecnologia	  di	  trasporto	  per	  embrioni	  	  	  L’abilità	   di	   trasportare	   embrioni	   ha	   avuto	   un	   ampio	   impatto	   sull’industria	  dell’embryo	  transfer	  equino.	  	  Questa	  tecnica,	  non	  permessa	  dallo	  stud	  book	  per	  il	  Purosangue	  Inglese,	  è	  da	  molti	  anni	   utilizzata	   con	   successo	   nella	   specie	   equina.	   Con	   questa	   tecnica	   è	   possibile	  produrre	   un	   embrione	   in	   un	   luogo,	   e	   poi	   trasportarlo,	   così	   da	   risultare	   meno	  costoso	  rispetto	  alla	  movimentazione	  di	  una	  cavalla.	  	  In	  uno	  studio	  di	  Carnevale	  del	  2000	  sono	  stati	  analizzati	  i	  fattori	  influenzanti	  i	  tassi	  di	  gravidanza	  e	  la	  morte	  embrionale	  precoce	  in	  un	  programma	  di	  ET.	  Sono	  state	  utilizzate	  18	  cavalle	  riceventi	  di	  vari	  pesi	  ed	  età,	  sane	  da	  punto	  di	  vista	  generale	  e	  riproduttivo.	  Per	  la	  sincronizzazione	  con	  le	  donatrici	  sono	  stati	  utilizzati	  impianti	   con	   GnRH	   oppure	   hCG.	   Il	   giorno	   5	   sono	   state	   valutate	   con	   ecografia	   e	  palpazione	  per	  questi	   parametri:	   tono	  uterino,	   tono	   cervicale,	  morfologia	  del	   CL,	  edema	  uterino,	  cisti,	   fluidi	  o	  aria	  in	  utero.	  Sono	  state	  valutate	  “accettabili”	  con	  CL	  bel	  definito	  e	  buoni	  toni	  uterini	  e	  cervicali.	  “Marginalmente	  accettabili”,	  invece,	  se	  presenti	   CL	   ecograficamente	   poco	   definiti,	   e	   toni	   uterini	   e/o	   cervicali	   leggeri.	  Fattrici	   con	   patologie	   uterine,	   CL	   assenti	   e/o	   edemi	   persistenti	   sono	   state	  considerate	  “inaccettabili”.	  	  Le	   donatrici	   sono	   state	   inseminate	   nella	   struttura,	   oppure	   trasportate	   per	   il	  recupero,	  o	  ancora	  inseminate	  e	  sottoposte	  a	  flushing	  in	  varie	  strutture	  degli	  USA.	  	  Dal	   gruppo	   di	   Carnevale	   gli	   embrioni	   sono	   stati	   recuperati	   7-­‐8	   giorni	   post	  ovulazione	  con	  lavaggio	  transcervicale	  mediante	  4L	  di	  DPBS+1%FCS.	  Gli	  embrioni	  sono	  stati	  poi	   lavati	  e	  tenuti	   in	  DPBS+10%	  per	  circa	  un’ora	  e	  valutati	  (McKinnon,	  1988).	  	  Gli	  embrioni,	  invece,	  trasportati	  da	  un’altra	  struttura	  sono	  stati	  posti	  in	  un	  tubo	  da	  coltura	  contenente	  Ham	  F-­‐10+10%FCS+1%	  penicillina	  e	  gassato,	  in	  Equitainer,	  con	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tempo	  di	  trasporto	  variabile	  tra	  6-­‐32h.	  Gli	   embrioni	   sono	   stati	   trasferiti	   in	   558	   casi	   per	   via	   chirurgica	   (laparotomia	   del	  fianco	  in	  stazione)	  e	  in	  78	  per	  via	  non	  chirurgica	  (Squires,	  1995).	  La	  maggior	  parte	  delle	  riceventi	  è	  stata	  esaminata	  per	  la	  gravidanza	  nei	  giorni	  12,	  14,	  16,	  25,	  35	  e	  50.	  Le	  fattrici	  non	  gravide	  al	  giorno	  12	  sono	  state	  ricontrollate	  ai	  giorni	  14	  e	  16.	  	  I	   tassi	   di	   gravidanza	   per	   i	   2	   anni	   dello	   studio	   sono	   stati	   del	   65,7%	   ai	   12	   giorni	  (419/638)	  e	  55,5%	  a	  50	  giorni	  (354/638).	  Il	  trasporto	  e	  la	  refrigerazione	  degli	  embrioni	  non	  hanno	  avuto	  influenza	  nei	  tassi	  di	  gravidanza.	  Al	  giorno	  12	  i	  tassi	  sono	  risultati	  simili,	  mentre	  al	  giorno	  50	  è	  stato	  riportato	   che	   gli	   embrioni	   trasferiti	   con	   diametro	   100-­‐299	   μm	   hanno	   mostrato	  tassi	  di	  gravidanza	  più	  bassi	  che	  quelli	  da	  600-­‐999	  μm	  e	  1000-­‐1999	  μm.	  	  Nel	  2003	  da	  Squires	  e	  colleghi	  è	  stata	  presentata	  una	  review	  sulla	  refrigerazione	  dell’embrione	  equino.	  	  E’	   stato	  dimostrato	   che	   la	   vitalità	   embrionale	   è	  mantenuta	  per	  24h	   in	  Ham	  F-­‐10	  gassato	  con	  5%	  Ossigeno,	  5%	  di	  Anidride	  Carbonica	  e	  90%	  di	  azoto	  (Carnevale	  et	  al,	  2000);	  è	  stato	  anche	  riportato	  che	  non	  vi	  sono	  particolari	  differenze	  tra	  i	  tassi	  di	  gravidanza	  di	  embrioni	  refrigerati,	  trasportati	  e	  freschi	  (Carney	  et	  al,	  1991).	  	  Gli	   embrioni	   sono	   trasportati	   in	   un	   dispositivo	   di	   raffreddamento	   passivo	  (Equitainer®)	  a	  5°C	  sia	  con	  corriere	  che	  per	  via	  aerea.	  L’intervallo	  tra	  il	  recupero	  e	  il	   trasferimento	  di	  embrioni	  conservati	  è	  di	  12-­‐30h	  generalmente.	  Tuttavia	  se	  un	  embrione	  non	  è	  recuperato	  da	  una	  donatrice	  con	  flushing	  programmato,	  l’Ham	  F-­‐10	   gassato	   non	   è	   riutilizzabile;	   per	   questo	  motivo	   sono	   stati	   compiuti	   altri	   studi	  per	  indentificare	  un	  medium	  senza	  questi	  inconvenienti.	  	  Da	  Fleury	  e	  colleghi	  nel	  2002	  sono	  stati	  incubati	  embrioni	  in	  Ham	  F-­‐10	  con	  buffer	  Hepes+4%	   BSA	   a	   15-­‐18°C	   per	   periodi	   variabili	   prima	   del	   trasferimento.	   Gli	  embrioni	  mantenuti	  per	  meno	  di	  1h	  sono	  stati	  usati	  come	  controlli.	  I	  prodotti	  del	  concepimento	  sono	  stati	  posti	  per	  1-­‐18h	  a	  15-­‐18°C	  con	  un	  semplice	  dispositivo	  di	  raffreddamento,	  sono	  stati	  poi	  divisi	  in	  gruppi:	  
• Gruppo	  1	  <1h	  
• Gruppo	  2	  1-­‐4h	  
• Gruppo	  3	  4-­‐8h	  
• Gruppo	  4	  8-­‐12h	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• Gruppo	  5	  12-­‐18h	  Ogni	  gruppo	  è	  stato	  suddiviso	  in	  2	  categorie:	  embrioni	  di	  misura	  <1000	  o	  >1000μ.	  Non	   vi	   sono	   state	   differenze	   di	   tasso	   di	   gravidanza	   tra	   i	   vari	   gruppi.	   Gli	   autori	  arrivarono	   alla	   conclusione	   che	   era	   possibile	   conservare	   embrioni	   in	   Ham	   F-­‐10	  fino	  a	  18h	  senza	  avere	  effetti	  negativi	  sui	  tassi	  di	  gravidanza.	  Da	   McCue	   e	   colleghi	   nel	   2000	   sono	   stati	   comparati	   i	   tassi	   di	   gravidanza	   per	  embrioni	  refrigerati	  24h	  in	  Ham	  F-­‐10	  o	  EmCare®.	  Non	  vi	  sono	  state	  differenze.	  Anche	   Moussa	   nel	   2002	   eseguì	   una	   comparazione	   tra	   media	   disponibili	   in	  commercio	  (Ham,	  EmCare®	  e	  ViGro®),	  non	  trovando,	  con	  l’ausilio	  della	  colorazione	  DAPI,	  differenze	   tra	   i	   vari	  media	   impiegati	  per	  embrioni	   refrigerati	   in	  Equitainer	  per	  24h.	  In	  uno	  studio	  successivo	  (Moussa	  et	  al,	  2004),	  sempre	  degli	  stessi	  autori,	  sono	   stati	   valutati	   i	   tassi	   di	   gravidanza,	   concludendo	   che	   sia	   Emcare	   che	   ViGro	  potevano	  essere	  delle	  alternative	  valide	  al	  medium	  Ham	  per	  la	  refrigerazione	  24h	  di	  embrioni	  equini.	  	  	  	  Congelamento	  degli	  embrioni	  	  	  La	   criopreservazione	   degli	   embrioni	   permette	   una	   raccolta	   degli	   stessi	   e	   il	  trasferimento	   senza	   limiti	   di	   tempo	  e	   spazio;	  ma	  non	   solo,	   anche	   il	  management	  delle	   riceventi	   è	   semplificato	   perché	   non	   è	   necessario	   avere	   2	   o	   più	   cavalle	  sincronizzate	  con	  la	  donatrice	  per	  ogni	  flushing.	  In	  molte	  specie	  di	  mammiferi	   il	   commercio	   internazionale	  di	  embrioni	  è	  simile	  a	  quello	  del	   seme	  congelato,	   soprattutto	  nel	   caso	  dei	  bovini.	  Nell’anno	  2006	  più	  di	  420000	   embrioni	   di	   bovidi	   sono	   stati	   trasferiti	   nel	  mondo,	   95000	   in	   Europa	   dei	  quali	  il	  57%	  erano	  congelati	  (Thibier,	  2006;	  Merton,	  2007).	  	  Le	   prime	   nascite	   da	   embrioni	   di	   mammifero	   congelati,	   sono	   state	   riportate	   da	  Whittingham	  et	   al	   nel	   1972	  nel	   topo,	   in	   seguito	   nella	   specie	   bovina	   nel	   1973	  da	  Wilmut	  e	  Rowson.	  Nel	  cavallo	  la	  prima	  gravidanza	  da	  embrione	  congelato	  è	  stata	  ottenuta	   nel	   1981,	   ma	   vi	   fu	   un	   aborto	   pretermine	   (Griffin	   et	   al,1981);	   la	   prima	  nascita	  fu	  riportata	  dal	  gruppo	  di	  Yamamoto	  il	  31	  Maggio	  1982.	  	  	  Nel	   1993,	   da	   parte	   di	   Poitras	   e	   colleghi	   sono	   stati	   descritti	   due	   metodi	   di	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congelamento.	   Sono	   stati	   scelti	   solo	   embrioni	   di	   qualità	   eccellente	   o	   buona,	  secondo	   la	   scala	   elaborata	   da	  McKinnon	   e	   Squires	   nel	   1988,	   e	   sono	   stati	   inseriti	  random	  in	  uno	  dei	  due	  metodi	  di	  congelamento.	  Nel	  primo	  gruppo	  (82	  embrioni),	  ogni	   prodotto	   è	   stato	   sottoposto	   a	   equilibratura	   a	   temperatura	   ambiente	  (25°C±2°C)	   in	   due	   step:	   0,7M	   (5%)	   e	   1,4M	   (10%)	   di	   glicerolo	   in	   PBS	   (soluzione	  salina	  tamponata	  con	  fosfati)	  con	  4g/L	  BSA	  (siero	  di	  albumina	  bovina)	  per	  10	  e	  20	  minuti	  rispettivamente.	  Nel	  secondo	  gruppo	  (51	  embrioni)	  ogni	  embrione	  è	  stato	  posto	  in	  una	  piastra	  di	  agar	  (0,5x0,5-­‐1mm)	  utilizzando	  la	  tecnica	  di	  Willadsen;	   in	  seguito	  è	  stato	  aggiunto	  il	  crioprotettore	  come	  descritto	  in	  precedenza.	  L’embrione	  è	  stato	  posto	  in	  una	  goccia,	  separato	  da	  due	  bolle	  d’aria	  in	  una	  paillette	  da	  0,25mL	  riempita	   con	   PBS+BSA.	   Quest’ultima	   è	   stata	   sigillata	   con	   polvere	   di	   alcool	  polivinilico	  e	  tenuta	  orizzontalmente	  (in	  bagno	  d’alcool)	  nella	  camera	  di	  un	  freezer	  programmabile.	  	  Le	  paillettes	  sono	  state	  congelate	  a	  -­‐7°C	  con	  un	  cooling	  rate	  di	  4°C/min,	  e	  tenute	  a	  questa	   temperatura	   per	   15	   minuti.	   Successivamente	   con	   un	   cooling	   rate	   di	  0,3°C/min	   sono	   state	   portate	   a	   -­‐30°C	   e	   poi	   a	   -­‐33°C	   e	   tenute	   alle	   rispettive	  temperature	  per	  30	  minuti	  prima	  di	  essere	  immerse	  in	  azoto	  liquido	  (LN2).	  	  Gli	  embrioni	  sono	  stati	  tenuti	  in	  LN2	  per	  sette	  mesi	  24H/24H.	  Ogni	   scongelamento	   ha	   incluso	   un	   gruppo	   di	   8	   fino	   a	   12	   embrioni,	   scongelati	  appunto	   in	   un	   bagno	   a	   37°C	   per	   10	   secondi.	   I	   prodotti	   sono	   stati	   posti	   dalle	  paillettes	   in	   una	   soluzione	   1,4M	   di	   glicerolo+4g/L	   di	   BSA	   a	   37°C.	   Gli	   embrioni	  inclusi	   sono	   stati	   rimossi	   dall’agar	   con	   due	   aghi	   ipodermici	   fissati	   a	   siringhe	   da	  1mL.	  Il	  crioprotettore	  di	  entrambi	  i	  gruppi	  è	  stato	  poi	  rimosso	  e	  tutti	  gli	  embrioni	  sono	   stati	   trasferiti	   individualmente	   in	   5	   bagni	   di	   PBS	   contenenti	   diverse	  concentrazioni	   di	   glicerolo:	   1,165M;	   0,938M;	   0,7M;	   0,462M;	   0,224M;	   e	   infine	   in	  PBS	  con	  4g/L	  di	  BSA;	  ogni	  step	  ha	  avuto	  10	  minuti	  di	  tempo	  di	  equilibratura.	  	  	  Sempre	  nel	  1993	  dal	  gruppo	  di	  Bruyas	  è	  stato	  citato	  un	  metodo	  di	  congelamento	  ancora	   diverso.	   Sedici	   embrioni	   sono	   stati	   equilibrati	   a	   22°C	   per	   5	   minuti	  sequenzialmente	   in	   una	   soluzione	  di	   glicerolo	   bi-­‐distillato	   alla	   concentrazione	  di	  2,5%;	   5,0%;	   7,5%	   e	   10%;	   poi	   sono	   stati	   posti	   in	   paillettes	   da	   congelamento	   da	  0,25mL.	   Queste	   sono	   state	   poi	   congelate,	   da	   temperatura	   ambiente,	   a	   -­‐7°C	   con	  cooling	  rate	  di	  -­‐3°C/min	  in	  un	  freezer	  a	  bagno	  d’alcool.	  Sono	  state	  tenute	  in	  queste	  condizioni	  per	  5	  minuti,	  poi	  portate	  a	  -­‐30°C	  con	  rate	  di	  -­‐0,3°C,	  e	  infine	  immerse	  in	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azoto	  liquido.	  	  Dopo	  3-­‐5	  giorni,	   le	  paillettes	   sono	   state	   scongelate	   in	   acqua	  a	  37°C,	   gli	   embrioni	  sono	   stati	   recuperati	   e	   posti	   in	   glicerolo	   fresco	   al	   10%	   per	   5	   minuti	   a	   22°C.	   Il	  crioprotettore	   è	   stato	   poi	   diluito	   spostando	   il	   prodotto	   in	   6	   bagni	   successivi	   di	  glicerolo	   in	  concentrazione	  decrescente:	  8,3%;	  6,7%;	  5,0%;	  3,3%;	  1,6%	  e	  0%.	  Un	  embrione	  è	  stato	  perso	  durante	  la	  procedura	  di	  congelamento.	  	  Sono	  stati	  riportati	  da	  Hochi,	  in	  una	  review	  del	  1998,	  alcuni	  metodi	  e	  crioprotettori	  alternativi	  a	  quelli	  riportati	  finora.	  	  E’	   stato	   citato	   che	   l’1,2-­‐propanediolo	   usato	   come	   CP,	   permette	   lo	   sviluppo	   di	  blastocisti	  scongelate,	  ma	  il	  trasferimento	  dell’embrione	  in	  fattrici	  riceventi	  non	  ha	  avuto	  successo	  (Meira	  et	  al,1993).	  Il	   DMSO	   (dimetilsulfossido)	   non	   avrebbe	   un	   adeguato	   effetto	   protettivo	   sulle	  blastocisti	  equine	  (Yamamoto	  et	  al,1982).	  	  E’	   stato	   visto	   che	   il	   glicole	   etilenico	   (EG)	   ha	   una	   permeabilità	   negli	   embrioni	  maggiore	  del	   glicerolo	   (Hochi	   et	   al,	   1994),	   per	  questo	   sono	   stati	   testati	   i	   tassi	   di	  gravidanza	   con	  blastocisti	   criopreservate	   con	  EG.	   I	   tassi	   di	   gravidanza	   sono	   stati	  del	   25%	   con	   EG	   e	   del	   38%	   con	   glicerolo	   (Hochi	   et	   al,1996);	   sono	   state	   viste	  frequentemente	   rotture	   delle	   coperture	   della	   blastocisti	   nella	   fase	   di	  scongelamento.	  Al	  contrario,	  quando	  al	  medium	  di	  1,8M	  di	  EG	  è	  stata	  aggiunta	  una	  piccola	   quantità	   di	   saccarosio	   (0,1M),	   tutti	   gli	   embrioni	   post	   scongelamento	  mostravano	  capsule	  intatte	  e	  uno	  sviluppo	  in	  vitro.	  Alcuni	   embrioni	   congelati	   sono	   stati	   trasferiti	   direttamente	   in	   utero	   di	   cavalle	  riceventi	  dopo	  diluizione	  dei	  crioprotettori	  nella	  paillette	  con	  soluzione	  fisiologica,	  i	  tassi	  di	  gravidanza	  (64%)	  sono	  stati	  simili	  a	  quelli	  di	  embrioni	  freschi	  (70%).	  	  Nel	   2005	   da	   parte	   da	   Tharasanit	   e	   colleghi	   è	   stato	   descritto	   un	   metodo	   di	  congelamento	  per	  embrioni	  messo	  a	  punto	  dalla	  facoltà	  di	  Medicina	  Veterinaria	  di	  Utrecht,	  in	  Olanda.	  	  Sono	  state	  seguite	  in	  parte	  le	  metodiche	  enunciate	  da	  Czolonkowska	  e	  colleghi	  nel	  1985.	  L’embrione,	  precedentemente	  equilibrato,	  è	  stato	  caricato	  in	  una	  paillette	  di	  polivinilcloruro	  da	  0,25mL,	   immerso	   in	  una	  goccia	  di	  glicerolo	  al	  10%	  e	  protetto	  dai	  due	  lati	  mediante	  due	  bolle	  d’aria	  a	  fare	  da	  cuscino.	  La	  paillette	  è	  stata	  sigillata	  con	   una	   sigillatrice	   per	   paillette	   da	   seme,	   e	   posta	   verticalmente	   in	   un	   freezer	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programmabile.	  Il	  raffreddamento	  iniziale	  è	  stato	  di	  1°C/min	  da	  T	  ambiente	  fino	  a	  -­‐6°C,	  a	  questa	  temperatura	  è	  stata	  fatta	  stazionare	  per	  6	  minuti.	  Il	  raffreddamento	  è	  stato	   poi	   continuato	   con	   un	   rate	   di	   0,3°C/min	   fino	   a	   -­‐33°C,	   tenute	   a	   questa	  temperatura	  per	  10	  minuti,	  e	  poi	  immerse	  in	  azoto	  liquido.	  Tutti	   gli	   embrioni	   sono	   rimasti	   in	   LN2	   per	   almeno	   una	   settimana,	   prima	   dello	  scongelamento.	  	  Le	  paillettes	  sono	  state	  scongelate	  prima	  all’aria	  per	  10s	  e	  poi	  immerse	  in	  acqua	  a	  35°C	  per	  1	  minuto.	  	  Dopo,	  l’embrione	  è	  stato	  versato	  in	  una	  soluzione	  PBS+10%	  di	  glicerolo+0,25M	  di	  saccarosio.	  Il	  crioprotettore	  (CP)	  è	  stato	  poi	  allontanato	  con	  lavaggi	  consecutivi	  per	  10	   minuti	   ciascuno	   in	   PBS+saccarosio	   0,25M+concentrazioni	   decrescenti	   di	  glicerolo	  (7,5;	  5;	  2,5;	  e	  0%).	  	  In	  un	  lavoro	  riepilogativo	  del	  2012,	  Tom	  Stout	  ha	  riportato	  le	  due	  diverse	  tecniche	  di	  congelamento:	  la	  vitrificazione	  e	  lo	  slow	  freezing.	  	  Della	  prima	  ne	  parleremo	  in	  un	  paragrafo	  successivo.	  Lo	   slow	   freezing	   consiste	   nell’esposizione	   graduale	   (a	   step)	   dell’embrione	   ad	   un	  agente	  crioprotettivo	  (CPA),	  prima	  del	  raffreddamento	  controllato	  a	  diversi	  stadi.	  L’agente	  più	  comune	  per	  congelare	  gli	  embrioni	  equini	  è	  il	  glicerolo	  (10%;	  1,36M),	  con	   il	   quale	   l’embrione	   è	   equilibrato	  mediante	   un’incubazione	   in	   2	   a	   4	   soluzioni	  con	  concentrazioni	  crescenti.	  	  Sono	  stati	  testati	  anche	  altri	  CPA,	  come	  il	  DMSO,	  1,2	  propanediolo,	  glicole	  etilenico	  (1,5M;	  Bruyas	  et	  al,1995)	  o	  metanolo	  (2,5M;	  Bass	  et	  al,	  2004),	  perché	  i	  primi	  studi	  suggerivano	  che	  l’esposizione	  al	  glicerolo	  fosse	  responsabile	  per	  la	  maggior	  parte	  del	  danno	  sofferto	  dagli	  embrioni	  a	  livello	  dell’ultrastruttura	  cellulare	  e	  all’attività	  metabolica.	  Questi	  CPA	  alternativi	  hanno	  un	  basso	  peso	  molecolare	  che	  dovrebbe	  facilitarne	  l’accesso	  nelle	  cellule	  embrionali	  (Bruyas	  et	  al	  1995;	  Bruyas,	  2011).	  Comunque,	   mentre	   alcuni	   CPA	   appaiano	   relativamente	   non	   tossici	   per	   gli	  embrioni,	   come	   il	   glicole	   etilenico	  o	   il	  metanolo,	   la	   loro	   capacità	   crioprotettiva	   è	  spesso	   scarsa,	   e	   sicuramente	   non	   superiore	   al	   glicerolo;	   in	   realtà	   infatti,	   solo	   gli	  embrioni	   trattati	   con	   	   glicole	   hanno	   riportato	   dei	   buoni	   tassi	   di	   gravidanza	   post	  scongelamento	   (7/11;	  Hochi	   et	   al.	   1996).	   Durante	   lo	   slow	   freezing,	   l’embrione	   è	  esposto	   a	   due	   minacce:	   la	   formazione	   di	   cristalli	   e	   la	   disidratazione.	   Mentre	   il	  raffreddamento	   procede,	   si	   forma	   ghiaccio	   extracellulare	   lasciando	   i	   soluti	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indietro,	   così	   da	   aumentare	   l’osmolarità	   dei	   rimanenti	   liquidi	   extracellulari.	   	   Per	  bilanciare	   le	   concentrazioni	   intra	   ed	   extracellulari,	   l’acqua	   (che	   non	   è	   ancora	  congelata)	  esce	  dalle	  cellule,	  causando	  disidratazione.	  	  Stabilire	  il	  cooling	  rate	  ottimale	  è	  ugualmente	  importante,	  poiché	  se	  troppo	  rapido	  vi	   è	   la	   formazione	  di	   letale	   ghiaccio	   intracellulare,	   se	   invece	   troppo	   lento	  vi	   sarà	  disidratazione	  eccessiva.	  	  Queste	   nozioni	   spiegano	   l’esigenza	   di	   un	   congelatore	   programmabile	   e	   anche	   la	  necessità	  di	  effettuare	  un	  seeding	  a	  -­‐6	  -­‐7°C,	  in	  modo	  da	  coordinare	  la	  formazione	  di	  ghiaccio	  in	  maniera	  controllata	  e	  di	  evitare	  il	  “supercooling”,	  che	  distruggerebbe	  le	  cellule.	  	  	  Secondo	   molti	   studi	   riportati	   da	   McKinnon	   et	   al.	   nel	   2011,	   risulta	   che	   da	   878	  embrioni	  di	  cavallo	  congelati	  trasferiti,	  vi	  sono	  state	  solo	  244	  (28%)	  di	  gravidanze,	  con	   solo	   22	   puledri	   nati,	   dovute	   ad	   aborti	   spontanei,	   aborti	   indotti	   o	   parti	  pretermine.	  La	  media	  di	  gravidanze	  è	  bassa,	  ed	  è	  stato	  notato	  che	  i	  successi	  sono	  stati	   perlopiù	   ottenuti	   con	   embrioni	   di	   dimensioni	   minori	   (diametri	   <	   200-­‐300	  μm).	  	  Da	   parte	   di	   Lascombes	   e	   Pashen	   nel	   2001,	   è	   stata	   riportata	   una	   delle	   migliori	  percentuali	   di	   gravidanza	   (24/43,	   56%)	   dopo	   congelamento	   e	   trasferimento	   di	  embrioni,	  ma	  solo	  con	  questi	  ultimi	  di	  piccole	  dimensioni	  e	  raccolti	  in	  tempi	  molto	  brevi	  post	  ovulazione.	  	  	  
Vitrificazione	  degli	  embrioni	  	  	  Nel	  2006	  è	  stato	  riportato	  da	  Elaine	  M.	  Carnevale	  un	  metodo	  per	  la	  vitrificazione.	  E’	  stato	  utilizzato	  un	  medium	  base	  composto	  da	  un	  PBS	  modificato,	  senza	  calcio	  e	  magnesio	  ma	  con	   l’aggiunta	  di	  piruvato	  di	  sodio	  (0,3mmo),	  glucosio	  (3,3mmol)	  e	  20%	   di	   siero	   fetale	   bovino.	   Sono	   richieste	   3	   Soluzioni	   di	   Vitrificazione	   (VS)	  glicerolo	  e	  glicole	  etilenico	  come	  crioprotettori	  CP.	  	  Prima	  della	  criopreservazione,	  gli	  embrioni	  sono	  stati	  recuperati,	   lavati	  e	  posti	   in	  un	  medium	  di	  conservazione	  a	  T	  ambiente	  per	  meno	  di	  15	  minuti.	  	  Durante	  il	  processo	  di	  vitrificazione	  sono	  stati	  sequenzialmente	  esposti	  a	  3	  VS:	  VS1	  (Gly	   1,4m);	   VS2	   (Gly	   1,4M+	   EG	   (3,6M)	   e	   VS3	   (Gly	   3,4M)+	   EG	   (4,6M).	   E’	   anche	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necessaria	   una	   soluzione	   diluente	   (DS)	   a	   base	   di	   galattosio	   0,5M	   al	   caricamento	  delle	  paillettes.	  	  I	  media	  sono	  posti	  in	  piastre	  Petri	  a	  T	  22-­‐24°C	  per	  permettere	  la	  movimentazione	  organizzata	   degli	   embrioni	   attraverso	   le	   varie	   soluzioni;	   poiché,	   a	   processo	  iniziato,	   l’embrione	  dev’essere	  mosso	  con	  precisi	   intervalli	  nei	  media	  sequenziali,	  un	  errore	  può	  danneggiare	  irrimediabilmente	  un	  prodotto.	  	  Per	   iniziare,	   l’embrione	   è	   stato	   rimosso	  dal	  medium	  di	   conservazione	   e	   posto	   in	  VS1	  per	  5	  minuti,	  le	  movimentazioni	  devono	  essere	  effettuate	  in	  piccoli	  volumi	  di	  soluzione.	  E’	  stato	  poi	  posto	  in	  VS2	  per	  altri	  5	  minuti,	  e	   in	  VS3	  per	  solo	  1	  minuto	  (questa	  soluzione	  è	  tossica).	  L’embrione	  è	  stato	  poi	  inglobato	  in	  una	  goccia	  di	  VS3	  da	  30μL	  per	  riempire	  più	  facilmente	  la	  paillette.	  	  La	  paillette	  stessa,	  da	  25μL	  è	  caricata	  in	  questo	  modo:	  90μL	  DS,	  5μL	  aria,	  embrione	  in	  30μL	  di	  VS3,	  5μL	  aria	  e	  90μL	  di	  DS.	  Poi	  è	  stata	  immersa	  per	  1	  minuto	  in	  azoto	  liquido,	  in	  apposito	  contenitore,	  usando	  una	  pinza	  lunga.	  Per	   lo	   scongelamento,	   la	   paillette	   è	   stata	   tenuta	   all’aria	   per	   10	   secondi,	   senza	  toccare	  la	  parte	  centrale,	  poi	  è	  stata	  immersa	  in	  acqua	  a	  20-­‐22°C	  per	  10	  secondi.	  La	  paillette	   è	   stata	   scossa,	   in	   modo	   simile	   ad	   un	   termometro,	   per	   favorire	   la	  circolazione	   dei	   liquidi	   all’interno	   e	   prevenire	   danni	   all’embrione,	   ed	   è	   stata	  lasciata	  in	  posizione	  orizzontale	  per	  4-­‐5	  minuti.	  	  Gli	  embrioni	  sono	  stati	  trasferiti	  in	  riceventi	  entro	  6-­‐8	  minuti	  dallo	  scongelamento;	  i	   tassi	   di	   gravidanza	   sono	   risultati	   simili	   a	   quelli	   con	   embrioni	   congelati	   (slow	  freezing)	  in	  riceventi	  5-­‐6	  giorni	  post	  ovulazione	  (Hudson	  et	  al,	  2006).	  	  Nel	   2012,	   questa	   tecnica	   è	   stata	   riportata	   anche	   da	   Stout.	   Consiste	   in	   un	  congelamento	  ultraveloce	  che	  induce	  un’istantanea	  transizione	  dei	  fluidi	  sia	  extra	  che	   intracellulare	   dallo	   stato	   liquido	   al	   solido,	   una	   fase	   simile	   al	   vetro	   senza	  formazione	  di	  ghiaccio.	  Questa	  particolare	  forma	  della	  materia	  è	  possibile	  solo	  con	  alte	  concentrazioni	  di	  CP	  (circa	  5-­‐6	  volte	  quelle	   impiegate	  nello	  slow	   freezing),	  e	  mediante	   una	   riduzione	   di	   temperatura	   a	   velocità	   molto	   alte,	   usualmente	   con	  immersione	  in	  azoto	  liquido	  (Liebermann	  et	  al,	  2002).	  	  Ponendo	   le	   paillettes	   standard	   da	   0,25μL	   direttamente	   in	   azoto,	   si	   genera	   un	  cooling	   rate	   di	   2500°C/min;	   tuttavia	   è	   possibile	   innalzare	   questo	   valore	   fino	  20000°C/min,	  riducendo	  il	  volume	  di	  medium	  che	  circonda	  l’embrione	  stirando	  la	  paillette	  per	  diminuire	   il	   diametro	   interno	   (Open	  Pulled	   Straw;	  Vatja	   et	   al	   1998;	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Oberstein	  et	  al	  2001;	  Moussa	  et	  al,	  2005),	  oppure	  con	  l’utilizzo	  di	  uno	  strumento	  Cryoloop	   (Oberstein	   et	   al,	   2001);	   il	   cooling	   rate	   molto	   accelerato	   assicura	   un	  passaggio	  rapido	  attraverso	  le	  aree	  critiche	  per	  i	  danni	  da	  congelamento,	  e	  riduce	  le	  concentrazioni	  di	  CPA	  richieste.	  Questa	   tecnica	   richiede	   molti	   meno	   investimenti	   rispetto	   allo	   slow	   freezing,	  tuttavia	   il	   problema	   principale	   sono	   le	   alte	   concentrazione	   di	   crioprotettori,	   che	  sono	   tossici	   per	   l’embrione.	   Per	   questo	   motivo	   è	   necessario	   attenersi	  scrupolosamente	  alle	  indicazioni	  sulle	  tempistiche	  d’immersione	  dell’embrione	  nei	  vari	   CP;	   è	   difficile	   più	   di	   quel	   che	   sembri,	   perché	   un’alta	   concentrazione	   di	   CPA	  rende	   la	   soluzione	  molto	   densa	   e	   l’embrione	   affonda	  molto	   lentamente	   (Bruyas	  2011);	  per	  questo	  motivo	  è	  necessaria	  una	  buona	  conoscenza	  nel	  manipolare	  gli	  embrioni	  in	  soluzioni	  così	  dense.	  	  
Problemi	  della	  criopreservazione	  di	  embrioni	  di	  cavallo	  	  In	   una	   comparazione	   con	   gli	   embrioni	   di	   altre	   specie	   di	   mammiferi,	   alcune	  peculiarità	  di	  quelli	   equini	  possono	   spiegare	   la	  difficoltà	  nella	   criopreservazione.	  La	  blastocisti	  è	  di	  dimensioni	  molto	  maggiori	  e	  composta	  di	  un	  maggior	  numero	  di	  cellule	   rispetto	   a	   quella	   di	   altre	   specie.	   Queste	   dimensioni	   potrebbero	   essere	   la	  causa	   dell’alta	   sensibilità	   alla	   criopreservazione	   e	   potrebbero	   spiegare	   il	  motivo	  per	  cui	  si	  hanno	  maggiori	  successi	  con	  embrioni	  di	  dimensioni	  più	  contenute.	  	  Mentre	   le	   blastocisti	   dei	   ruminanti	   sono	   mediamente	   composte	   da	   circa	   100	  cellule,	   quelle	   equine	   a	  6.5	   giorni	   invece	  da	  una	  media	  di	  400-­‐500	   (Bruyas	   et	   al,	  1993;	  Moussa	  et	  al,	  2005).	  	  Il	   grande	   numero	   di	   cellule	   nella	   blastocisti	   equina	   è	   parzialmente	   dovuto	   alla	  durata	  molto	  breve	  del	  ciclo	  cellulare	  delle	  cellule	  embrionali,	  di	  6	  ore	  al	  giorno	  7,	  mentre	  nella	  maggior	  parte	  delle	  specie	  è	  tra	  le	  14	  e	  le	  24	  ore	  (Moussa	  et	  al,	  2005;	  Colchet	   et	   al,	   2000).	   L’intensa	   attività	   mitotica	   può	   aumentare	   la	   sensibilità	  dell’embrione	  ai	  crioprotettori,	  e	  perciò	  causare	  gli	  effetti	  negativi	  del	  processo	  di	  congelamento	  sul	  citoscheletro	  (Dobrinsky,	  2002;	  Tharasanit	  et	  al,	  2005).	  Le	   cellule	   di	   blastocisti	   equina	   ai	   primi	   stadi	   contengono	   molte	   vescicole	   e	   una	  grande	  quantità	  di	  lipidi	  immagazzinata	  in	  gocce	  di	  diverse	  dimensioni	  (Bruyas	  et	  al,1993;	  Flood	  et	  al,	  1992).	  	  Mohr	   e	   Thompson	   nel	   1981	   hanno	   spiegato	   che	   le	   specie	   aventi	   allo	   stadio	   di	  
	   29	  
embrioni	   una	   grande	   quantità	   di	   vescicole	   sono	   particolarmente	   difficili	   da	  criopreservare.	   La	   difficoltà	   di	   raffreddamento	   e	   di	   crioconservazione	   degli	  embrioni	   della	   specie	   suina	   si	   sospetta	   sia	   dovuta	   proprio	   all’alto	   contenuto	  lipidico	  (Dobrinsky,	  2002).	  La	   capsula	   è	   un’altra	   peculiarità	   degli	   embrioni	   equini.	   Alcuni	   studi	   hanno	  suggerito	  che	  quest’ultima	  può	  impedire	  l’entrata	  del	  crioprotettore	  nell’embrione,	  risultando	  in	  un	  insulto	  osmotico	  e/o	  insufficiente	  crioprotezione,	  dovuta	  appunto	  alla	  insufficiente	  concentrazione	  di	  CP	  nell’embrione	  (Bruyas	  et	  al,	  2000;	  LeGrand	  et	  al,	  1999).	   In	   solo	  4	   studi	  è	   stato	  provato	   il	   fatto	   che	  alcuni	  embrioni	   congelati	  non	   hanno	   capsula,	   sia	   perché	   sono	   stati	   prodotti	   in	   vitro	   (Galli	   et	   al,	   2002;	  Matsukawa	   et	   al,	   2003),	   oppure	   perché	   basati	   su	   osservazioni	  microscopiche	   di	  sezioni	   seriali	   di	   blastocisti	   ai	   primi	   stadi	   dove	   non	   è	   stata	   trovata	   traccia	   di	  capsula	   (Bruyas	  et	  al,	  2000).	   In	  questi	   studi	  appena	  citati,	   la	  maggior	  parte	  degli	  embrioni	  è	  sopravvissuta	  non	  mostrando	  alcun	  danno	  cellulare	  come	  quelli	  freschi	  (<5%	  di	  cellule	  morte).	  L’ipotesi	  è	  che	  vi	  sia	  una	  correlazione	  tra	  lo	  spessore	  della	  capsula	   e	   la	   congelabilità	   degli	   embrioni.	   Questo	   potrebbe	   spiegare	   perché	   vi	   è	  un’apparente	   sensibilità	   variabile	   alla	   criopreservazione	   tra	   embrioni	   e	   perché	  solo	   quelli	   di	   piccole	   dimensioni	   sopravvivono	   al	   congelamento	   o	   alla	  vitrificazione.	  I	  prodotti	  del	  concepimento,	  raccolti	  con	  flushing	  subito	  dopo	  il	  loro	  arrivo	   nell’utero,	   non	   hanno	   ancora	   la	   capsula,	   oppure	   essa	   è	   molto	   sottile	   o	  incompleta;	  questi	  sono	  congelati	  con	  successo	  con	  l’ausilio	  del	  glicerolo,	  in	  modo	  simile	  a	  quelli	  bovini	  (Bruyas	  et	  al,	  2000).	  Quando	  la	  capsula	  è	  di	  maggior	  spessore	  	  la	  penetrazione	  del	   crioprotettore	  può	  essere	  più	   lenta	   e	   ridotta,	   questo	   aggrava	  l’insulto	   osmotico	   causato	   dalla	   disidratazione	   delle	   cellule	   e	   diminuisce	   la	  protezione	   delle	   cellule	   durante	   il	   congelamento	   o	   la	   vitrificazione.	   Vi	   sono	  ulteriori	   studi	   nei	   quali	   sono	   state	  misurate	   variazioni	   del	   diametro	   embrionale,	  prima,	   durante	   e	   dopo	   l’aggiunta	   del	   crioprotettore	   che	   sembrano	   confermare	  questa	   ipotesi	   (Hochi	  et	  al,	  1994;	  Duchamp	  et	  al,	  2006;	  Pfaff	  et	  al,	  1993;	  Hochi	  e	  Ogasawara,	  1994).	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La	  refrigerazione	  degli	  embrioni	  
	  	  Una	  diminuzione	  della	   temperatura	  ambientale	  durante	   lo	  stoccaggio	  provoca	  un	  rallentamento	  del	  metabolismo	  embrionale	  (Clark	  et	  al,1987);	  di	  conseguenza	  gli	  embrioni	  equini	  non	  avanzano	  con	   lo	   sviluppo	  o	  di	  diametro	   se	   conservati	   a	  5°C	  (Carnevale	   et	   al,	   1987).	   Questa	   inibizione	   del	   metabolismo	   durante	   il	  congelamento	   è	   reversibile,	   difatti	   l’aumento	   di	   diametro	   riprende	   quando	   la	  temperatura	   aumenta	   a	   37°C	   (Clark	   et	   al,1987).	   Clinicamente,	   la	   refrigerazione	  consente	  di	  conservare	  in	  vitro	  per	  breve	  periodo	  (<24	  ore)	  un	  embrione,	  per	  poi	  trasportarlo	  nel	  luogo	  dove	  avverrà	  il	  trasferimento	  in	  una	  ricevente.	  I	   primi	   tentativi	   di	   conservazione	   di	   embrioni	   equini	   a	   breve	   termine	   (entro	   24	  ore)	  nel	  medium	  tradizionale	  Dulbecco	  PBS,	  non	  hanno	  avuto	  molto	   successo.	   In	  uno	   studio	  di	   Imel	   e	   colleghi	  del	   1981	   sono	   stati	  messi	   a	   coltura	  15	   embrioni	   in	  DPBS+20%	  di	   siero	  di	  manzo	  a	  37°C	  per	  24	  ore,	   e	  altri	  14	  embrioni	  nello	   stesso	  medium	  per	  circa	  3	  ore.	  Il	  tasso	  di	  gravidanza	  con	  trasferimento	  non	  chirurgico	  in	  fattrici	   riceventi	   è	   stato	   di	   6.6%	   (1/15)	   e	   21,3	   (3/14)	   rispettivamente.	   E’	   stato	  eseguito	  uno	  studio	  successivo,	  nel	  quale	  gli	  embrioni	  sono	  stati	   conservati	  nello	  stesso	   medium,	   ma	   trasferiti	   per	   via	   chirurgica	   della	   linea	   alba.	   Il	   tasso	   di	  gravidanza	   di	   questi	   embrioni,	   mantenuti	   a	   37°C	   per	   24	   ore,	   è	   stato	   del	   20%	  (3/15)	   contro	   il	   47,1%	   (8/17)	   per	   embrioni	   trasferiti	   entro	   le	   3	   ore	   dopo	   il	  recupero	  (Squires	  et	  al,	  1982).	  	  E’	  stato	  riportato	  da	  Douglas,	  nel	  1982,	  che	  il	  mantenimento	  di	  embrioni	  di	  cavallo	  a	  temperatura	  ambiente	  da	  6	  a	  24	  ore	  in	  DPBS,	  con	  antibiotici	  (100UI	  di	  penicillina	  e	   100	   μg	   streptomicina/mL)	   e	   20%	   di	   siero	   fetale	   bovino,	   mostra	   tassi	   di	  gravidanza	  a	  24	  giorni	  inferiori	  (3/7;	  42%)	  di	  quelli	  di	  embrioni	  trasferiti	  entro	  3	  ore	  dal	  recupero.	  Come	  conseguenza	  di	  questi	  studi	  pioneristici,	  gli	  embrioni	  erano	  generalmente	  trasferiti	  entro	  3	  ore	  dal	  recupero	  (Squires	  et	  al,	  1985).	  Una	   serie	  di	   esperimenti	   è	   stata	   condotta	  nei	  primi	   anni	  80	  dalla	  Colorado	  State	  University,	   per	   identificare	   un	  medium	  alternativo	   al	  DPBS	  per	   la	   conservazione	  degli	   embrioni	   equini.	   E’	   stato	   scoperto	   che	   il	   medium	   Ham	   F-­‐10+20%	   di	   siero	  bovino	   fetale	   (FCS)	   ha	   permesso	   un	   85%	   di	   aumento	   di	   diametro	   di	   embrioni	  equini	  messi	  in	  coltura	  in	  vitro	  per	  24	  ore	  (Imel	  et	  al,	  1981).	  Successivamente,	  nel	  1982,	  è	  stato	  riportato	  da	  Squires	  e	  colleghi	  un	  tasso	  di	  gravidanza	  a	  50	  giorni	  del	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45,5%	  (5/11)	  per	  embrioni	   trasferiti	  chirurgicamente	  dopo	  coltura	  per	  <3	  ore	   in	  Ham	  F-­‐10+20%	  di	  siero	  bovino,	  e	  del	  44,4%	  (4/9)	  in	  DPBS+20%	  siero	  bovino.	  Dal	  gruppo	  di	  Slade,	  nel	  1984,	  è	  stata	  fatta	  una	  comparazione	  tra	  la	  conservazione	  di	  embrioni	  equini	  bisezionati	  in	  DPBS+10%FCS	  con	  aria	  e	  tra	  Ham	  F-­‐10+10%	  FCS	  in	  5%	  CO2	  a	  37°C	  per	  24	  ore.	  E’	  stato	  riportato	  che	  il	  medium	  Ham	  è	  superiore	  al	  DPBS	   nel	   mantenere	   la	   qualità	   dell’embrione	   e	   nel	   promuovere	   la	   crescita	   e	   lo	  sviluppo	  embrionale.	  	  Il	   problema	   maggiore	   del	   medium	   Ham	   F-­‐10	   nella	   pratica	   clinica	   è	   il	   sistema	  tampone.	   Questo	   fluido	   contiene	   un	   tampone	   a	   base	   di	   bicarbonato	   che	   è	  dipendente	  dalla	  CO2	  per	  la	  stabilizzazione	  del	  pH.	  Inoltre,	  dopo	  la	  preparazione,	  il	  pH	  è	  mantenuto	  stabile	  solo	  per	  circa	  72	  ore.	  	  	  E’	   stato	   riportato	   da	   Moussa	   e	   colleghi	   nel	   2003	   uno	   studio	   nel	   quale	   sono	  comparati	   in	   vitro	   ed	   in	   vivo	   il	   medium	   F-­‐10	   di	   Ham,	   Emcare	   e	   ViGro	   holding	  solution	  per	  la	  refrigerazione	  degli	  embrioni.	  	  Sono	  state	  usate	  fattrici	  pony	  Welsh	  dai	  3	  ai	  14	  anni	  come	  donatrici,	  sane	  dal	  punto	  di	  vista	  generale	  e	  riproduttivo,	  sincronizzate	  con	  un	  analogo	  delle	  prostaglandine	  (Dinoprost	   500μg,	   Dinolytic,	   Upjohn	   Laboratory,	   Puurs-­‐Belgium).	   Al	  raggiungimento	   di	   33mm	   di	   follicolo	   sono	   stati	   somministrate	   20mg	   di	  gonadotropine	   equine	   (CEG)	  per	   indurre	   l’ovulazione.	  Dopo	  24	   le	   donatrici	   sono	  state	   inseminate	   con	   600x106	   spermatozoi;	   gli	   embrioni	   sono	   stati	   recuperati	   7	  giorni	  post	  ovulazione.	  	  Sono	   state	   poi	   selezionate	   20	   fattrici	   riceventi	   con	  meno	  di	   10	   anni,	   il	   cui	   tratto	  riproduttivo	   è	   stato	   esaminato	   con	   palpazione	   transrettale	   ed	   ecografia	   per	   il	  monitoraggio	   della	   crescita	   follicolare	   e	   il	   giorno	   dell’ovulazione,	   tono	   uterino,	  tono	   cervicale,	   CL,	   edema	   uterino,	   cisti,	   fluido,	   aria	   nel	   lume	   uterino.	   E’	   stata	  indotta	  l’ovulazione	  con	  20mg	  di	  CEG	  al	  raggiungimento	  di	  follicolo	  di	  33mm.	  Le	  riceventi	  sono	  state	  usate	  al	  giorno	  6	  (n=19)	  o	  giorno	  7	  (n=1).	  Le	  fattrici	  sono	  state	  classificate	  come	  “accettabili”	  se	  al	  giorno	  6	  o	  7	  è	  evidenziata	  la	  presenza	  di	  un	  CL	  ben	  definito	  e	  un	  tono	  uterino	  e	  cervicale	  eccellente.	  Nell’esperimento	  1	  sono	  state	  comparate	  le	  vitalità	  in	  vitro	  di	  embrioni	  equini	  di	  7	  giorni	  dopo	  0,	  6	  e	  24	  ore	  di	  refrigerazione	  in	  tre	  media	  differenti:	  Ham	  f-­‐10	  gassato	  per	   5	  minuti	   con	  5%	  CO2,	   5%	  O2	   e	   90%	  N2	   con	   aggiunta	  di	   10%	  FCS	   (Fetal	   Calf	  Serum)	  e	  1%	  penicillina/streptomicina,	  EHS	  e	  VHP	  (AB	  Technology,	  Pullman,	  WA).	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In	  aggiunta	  è	  stata	  esaminata	   la	   relazione	   tra	   taglia	  dell’embrione	  e	  qualità	  dopo	  24h	  di	  refrigerazione.	  	  Sono	   stati	   recuperati	   50	   embrioni	   equini	   al	   giorno	   7	   post	   ovulazione	   con	   un	  flushing	  uterino	  transcervicale	  usando	  3x0,5	  L	  di	  EmCare	  embryo	  flushing	  solution	  (ICP,	  Auckland,	  NZ).	  Tutti	  gli	  embrioni	  sono	  stati	  lavati	  10	  volte	  in	  EmCare	  embryo	  flushing	   solution	   poi	  misurati	   e	   valutati	   per	   la	  morfologia	   (McKinnon	   e	   Squires,	  1988).	  Sono	   stati	   poi	   assegnati	   random	   a	   5	   gruppi	   di	   trattamenti	   (n=10/gruppo).	   Nel	  gruppo	   0	   di	   controllo	   sono	   stati	   valutati	   immediatamente	   dopo	   il	   recupero	   e	   il	  lavaggio.	   Gli	   embrioni	   del	   gruppo	   E-­‐6h	   sono	   stati	   valutati	   dopo	   6	   ore	   di	  conservazione	  a	  5°C	  in	  EHS.	  Quelli	  conservati	  per	  24h	  a	  5°C	  sono	  stati	  mantenuti	  in	  Ham	  F-­‐10	  (Gruppo	  H-­‐24h),	  EHS	  (E-­‐24h)	  o	  VHP	  (V-­‐24h).	  Per	   la	   conservazione	   sono	   stati	   posti	   in	   una	   provetta	   da	   5mL	   riempita	   con	   il	  medium	   appropriato,	   a	   sua	   volta	   posta	   in	   una	   provetta	   da	   centrifuga	   da	   50mL	  riempita	  con	  medium	  da	  flushing	  e	  alloggiata	  in	  un	  Equitainer.	  Dopo	  il	  trattamenti,	  gli	  embrioni	  di	  controllo	  e	  quelli	  conservati	  sono	  stati	  lavati	  3	  volte	  in	  EHS	  poi	  sono	  stati	   posti	   sempre	   in	   EHS	   contenente	   1μg/mL	   4',6-­‐diamidin-­‐2-­‐fenilindolo	   (DAPI,	  Sigma,	  St.	  Louis,	  MO),	   incubati	  per	  15	  minuti	  a	   temperatura	  ambiente	  e	  di	  nuovo	  lavati	  3	  volte	  in	  EHS	  (Huhtinen	  et	  al,	  1995).	  La	   colorazione	   è	   stata	   osservata	   con	   un	   microscopio	   a	   fluorescenza	   inversa	  (Olympus,	  IMT-­‐2)	  e	  sono	  state	  determinate	  le	  cellule	  morte	  per	  embrione.	  Nell’esperimento	  2	  sono	  stati	  comparati	  i	  tassi	  di	  gravidanza	  dopo	  il	  trasferimento	  per	  gli	  embrioni	  conservati	  per	  24h	  in	  Ham	  F-­‐10	  o	  EHS.	  Sono	   stati	   recuperati	   45	   embrioni	   equini	   al	   giorno	   7	   e	   sono	   stati	   trattati	   come	  descritto	   nell’esperimento	   1.	   Per	   ogni	   giorno	   di	   recupero	   embrioni,	   sono	   stati	  eseguiti	  flushings	  su	  3-­‐6	  donatrici	  e	  gli	  embrioni	  sono	  stati	  assegnati	  a	  uno	  dei	  due	  gruppi	  di	  trattamenti	  in	  maniera	  alternata.	  Gli	  embrioni	  sequenziali	  (uno	  per	  ogni	  gruppo)	  sono	  stati	  trasferiti	  come	  una	  coppia	  in	  una	  ricevente.	  Sono	  stati	  posti	  in	  5mL	   di	   Ham	   F-­‐10	   (Gruppo	   1;	   n=20)	   o	   in	   5mL	   di	   EHS	   (Gruppo	   2;	   n=20).	   Un	  embrione	  per	  ogni	  gruppo	  è	  stato	  posto	  nella	  sua	  provetta	  da	  5mL,	  e	  posti	  insieme	  nella	   provetta	   da	   centrifuga	   da	   50mL	   riempita	   con	   medium	   del	   flushing	   e	  conservata	  in	  Equitainer	  per	  24h.	  Venti	   paia	   di	   embrioni	   sono	   state	   trasferite	   per	   via	   laparotomica	   del	   fianco	  (Squires	   e	   Sidel,	   1995).	   La	   tecnica	   comprendeva	   la	   deposizione	   simultanea	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nell’utero	  dei	  due	  embrioni.	  	  Nella	  valutazione	  in	  vitro	  (esperimento	  1)	  è	  stato	  riportato	  che	  il	  diametro	  medio	  degli	   embrioni	  non	  differiva	   significativamente	   tra	   i	  5	  gruppi	  e	   tutti	   gli	   embrioni	  sono	  stati	  valutati	  di	  grado	  eccellente	  o	  buono.	   Il	  numero	  medio	  di	   cellule	  morte	  nel	  gruppo	  0h	  e	  E-­‐6h	  è	  risultato	  simile,	  significativamente	  minore	  invece,	  rispetto	  a	  quello	  di	  embrioni	  conservati	  per	  24h.	  La	  media	  di	  cellule	  morte	  per	  embrione	  è	  stata	   simile	   nei	   gruppi	   H-­‐24h,	   E-­‐24h	   e	   V-­‐24h.	   Per	   compensare	   la	   differenza	   in	  dimensione,	   il	   rapporto	   tra	   il	   numero	   di	   cellule	   morte	   e	   il	   totale	   di	   cellule	   per	  embrione	  è	  stato	  stimato	  calcolando	  la	  superficie	  esterna	  e	  correlando	  il	  numero	  di	  cellule	  morte	  ad	  un’unità	  di	  superficie	  (numero	  di	  cellule	  morte/mm2).	  Con	  questa	  stima,	   sono	  state	   rilevate	   sostanziali	  differenze	   tra	   i	   gruppi	  0h,	  E-­‐6h	  e	   i	  3	  gruppi	  24h,	  ma	  non	  sono	  state	  trovate	  differenze	  tra	  H-­‐24h,	  E-­‐24h	  e	  V-­‐24h.	  Per	  stimare	   l’effetto	  delle	  dimensioni	  sulla	  vitalità	  dopo	  24h	  di	  conservazione,	  gli	  embrioni	  appartenenti	  a	  questo	  gruppo	  sono	  stati	  raggruppati	  e	  la	  correlazione	  tra	  cellule	  morte/mm2	  e	  dimensione	  è	  apparsa	  negativa.	  	  Quando	  è	  stato	  analizzato	  il	  25%	  degli	  embrioni	  con	  il	  maggior	  numero	  di	  cellule	  morte/mm2	  la	  dimensione	  di	  questi	  è	  stata	  uguale	  o	   inferiore	  a	  400μm.	  Quando	  sono	  stati	  comparati	  embrioni	  con	  diametro	  <400μm	  (n=19)	  e	  >400μm,	   il	  numero	  medio	  di	   cellule	  morte/mm2	  per	  embrioni	  <400μm	  di	  diametro	  è	  stata	  più	  alta	  di	  quella	  di	  embrioni	  >400μm.	  La	  dimensione	  media	  degli	  embrioni	  e	  la	  qualità	  degli	  embrioni	  per	  l’esperimento	  2	  non	   sono	   state	   differenti.	  Quindici	   su	   20	   fattrici	   (75%)	   sono	  diventate	   gravide	  dopo	  il	  trasferimento;	  2/15	  (13%)	  con	  gravidanza	  gemellare,	  mentre	  13/15	  (87%)	  singola.	  Su	  17	  embrioni	  sopravvissuti,	  9	  (53%)	  sono	  stati	  conservati	  in	  Ham	  F-­‐10	  e	  8	  (47%)	  in	  Emcare.	  Non	  sono	  stati	  osservati	  tassi	  di	  sopravvivenza	  diversi.	  	  Da	   parte	   di	   Moussa	   e	   colleghi	   nel	   2004	   è	   stato	   condotto	   un	   altro	   studio	   per	  valutare	  la	  vitalità	  e	  la	  frammentazione	  del	  DNA	  in	  differenti	  media	  a	  5°C.	  	  Sono	   state	   utilizzate	   come	  donatrici	   43	   fattrici	   Pony	   tra	   i	   3	   e	   i	   14	   anni,	   sane	  dal	  punto	   di	   vista	   riproduttivo	   e	   generale.	   L’ovulazione	   è	   stata	   indotta	   all’evidenza	  ecografica	  di	  un	  follicolo	  di	  33mm,	  con	   la	  somministrazione	  di	  20mg	  CEG	  per	  via	  IV.	  Dopo	   l’iniezione	  di	   CEG	   le	   fattrici	   sono	   state	   inseminate	   con	   seme	   fresco	   con	  una	  concentrazione	  di	  spermatozoi	  600x106	  e	  gli	  embrioni	  recuperati	  al	  giorno	  7	  post	  ovulazione.	  Sono	  stati	  recuperati	  50	  embrioni	  con	  un	  lavaggio	  transcervicale	  usando	  3x0,5L	  di	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Emcare	  Complete	  Flush	  Solution,	  il	  tasso	  di	  recupero	  è	  stato	  dell’84%.	  Gli	  embrioni	  sono	  stati	   lavati	  10	  volte	   in	  ECFS	  a	  37°C,	  e	  poi	  misurati	  usando	  un	  microscopio	  e	  valutati	  come	  descritto	  da	  McKinnon	  e	  Squires	  nel	  1988.	  Gli	  embrioni	  sono	  stati	  assegnati	  random	  in	  5	  gruppi	  di	   trattamento	  (n=9-­‐10	  per	  gruppo).	  Quelli	  nel	  gruppo	  0h	  (controllo)	  sono	  stati	  valutati	  immediatamente	  dopo	  il	  recupero	  e	  lavaggio.	  Gli	  embrioni	  nel	  gruppo	  E-­‐6h	  sono	  stati	  valutati	  dopo	  6h	  di	  conservazione	  a	  5°C	  in	  EHS.	  Gli	  embrioni	  conservati	  24h	  a	  5°C	  sono	  stati	  mantenuti	  sia	  in	  Ham	  F-­‐10	  (gassato	  come	  nel	  precedente	  studio	  riportato),	  EHS	  (E-­‐24h)	  o	  in	  ViGro	   Holding	   Plus	   (V-­‐24h).	   Gli	   embrioni	   conservati	   sono	   stati	   posti	   in	   una	  provetta	  5mL	  riempita	  con	  il	  medium	  appropriato	  e	  poi	  messi	  in	  una	  provetta	  da	  50mL	   riempita	   con	   il	   medium	   da	   flushing,	   tutto	   poi	   è	   stato	   inserito	   in	   un	  Equitainer.	  	  Dopo	   i	   rispettivi	   trattamenti,	   sia	   gli	   embrioni	   di	   controllo	   che	   quelli	   conservati	  sono	  stati	  lavati	  3	  volte	  in	  EHS	  e	  poi	  incubati	  in	  EHS	  contenente	  1μg/mL	  di	  DAPI	  e	  tenuti	   per	   15	  minuti	   a	   temperatura	   ambiente,	   poi	   lavati	   nuovamente	   3	   volte	   in	  EHS.	  Il	  numero	  di	  cellule	  morte	  (DAPI	  positive)	  per	  embrione	  è	  stato	  determinato	  mediante	   un	   microscopio	   a	   fluorescenza	   invertita	   (Olympus,	   IMT-­‐2).	   Dopo	   il	  conteggio,	   gli	   embrioni	   sono	   stati	   fissati	   in	   una	   soluzione	   PBS	   contenente	   3%	  di	  paraformaldeide	  a	  temperatura	  ambiente	  per	  1h	  e	  lavati	  3	  volte	  in	  PBS.	  Sono	  tenuti	  a	   4°C	   in	   PBS	   contenente	   0,05%	   NaN3	   +	   1mM	   di	   fluoruro	   di	   fenilmetilsulfonide	  (PMSF).	  	  Ogni	   embrione	   è	   stato	   colorato	   individualmente	   per	   tutta	   la	   durata	  dell’esperimento.	  La	  marcatura	  TUNEL	  è	  stata	  basata	  sulla	  procedura	  descritta	  da	  Brison	   e	   Schultz	   nel	   1997.	   Gli	   embrioni	   fissati	   sono	   stati	   lavati	   3	   volte	   in	   PBS	  arricchito	   con	   1mg/mL	   di	   alcool	   polivinilico.	   Gli	   embrioni	   sono	   stati	  permeabilizzati	  mediante	  incubazione	  in	  0,1%	  Triton	  X-­‐100	  citrato	  sodico	  per	  10	  minuti	   su	   ghiaccio,	   e	   poi	   lavati	   due	   volte	   in	   PBS/PVA.	   Ogni	   embrione	   è	   stato	  incubato	   in	   20μL	   di	   una	   mistura	   di	   TUNEL	   fluoresceina	   coniugato	   dUTP	   e	   TdT	  sotto	  olio	  minerale	  per	  1h	  a	  37°C	  in	  ambiente	  oscuro.	  I	  controlli	  positivi	  sono	  stati	  incubati	   in	  DNasi	   e	   lavati	   in	  PBS/PVA	  prima	  della	   colorazione	  TUNEL.	   I	   controlli	  negativi	   sono	   stati	   incubati	   in	   fluoresceina-­‐dUTP	   in	   assenza	   di	   TdT.	   Dopo	   la	  colorazione	   TUNEL,	   gli	   embrioni	   sono	   stati	   lavati	   due	   volte	   in	   PBS	   e	   poi	  direttamente	  posti	  in	  vetrino	  con	  coprioggetto.	  	  Gli	  embrioni	  marcati	  con	  TUNEL	  sono	  stati	  analizzati	  con	  un	  microscopio	  ad	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epifluorescenza	   (Olympus	   BH2)	   con	   un	   filtro	   per	   emissioni	   a	   passo	   lungo	   che	  permette	  la	  visualizzazione	  di	  cellule	  marcate	  con	  TUNEL	  e	  con	  DAPI.	  Il	  numero	  di	  cellule	  colorate	  con	  TUNEL	  o	  DAPI,	  o	  TUNEL+DAPI	  sono	  state	  contate.	  Gli	  embrioni	  fissati	   sono	   stati	   poi	   ricolorati	   con	   DAPI	   per	   marcare	   tutti	   i	   nuclei;	   poi	   al	  microscopio	  sono	  state	  contate	  tutte	   le	  cellule	  DAPI	  colorate.	   Il	  numero	  di	  cellule	  colorate	  con	  tutti	  i	  vari	  metodi	  e	  il	  numero	  totale	  sono	  state	  determinate	  con	  una	  griglia	   apposita	   montata	   nell’oculare.	   La	   percentuale	   di	   cellule	   colorate	   è	   stata	  calcolata	  dividendo	  il	  numero	  di	  cellule	  colorate	  per	  il	  numero	  totale	  x	  100.	  L’analisi	   della	   varianza	   è	   stata	   usata	   per	   comparare	   i	   diametri,	   il	   chi	   quadro	  per	  comparare	  i	  gradi	  morfologici	  tra	  i	  vari	  gruppi	  di	  trattamenti.	  Le	  differenze	  tra	  la	  percentuale	   di	   cellule	   morte	   e	   quelle	   apoptotiche	   sono	   state	   analizzate	   con	   il	  Mann-­‐Whitney	  U	  test,	  usando	  il	  software	  StatXact	  5.	  Sono	   stati	   identificati	   i	   seguenti	   pattern	   di	   colorazione:	   TUNEL+/DAPI+=	   cellule	  morte	  o	  in	  apoptosi	  avanzata,	  TUNEL+/DAPI-­‐	  =	  cellule	  vive	  o	  in	  apoptosi	  iniziale,	  TUNEL-­‐/DAPI+=	   cellule	   morte	   o	   necrotiche,	   TUNEL-­‐/DAPI-­‐=	   cellule	   vive	   o	   non	  apoptotiche.	  	  La	  percentuale	  media	  di	  cellule	  marcate	  con	  DAPI	  è	  stata	  simile	  sia	  nel	  gruppo	  0h	  che	  nel	  E-­‐6h	  ed	  è	  stata	  molto	  alta	  per	  ognuno	  dei	  3	  gruppi	  conservati	  per	  24h.	  Non	  sono	   state	  osservate	  differenze	   sostanziali	   tra	   i	   gruppi	  H-­‐24h	  e	  V-­‐24h.	   Le	   cellule	  colorate	   solo	   col	   DAPI	   (TUNEL-­‐/	   DAPI+:	   morte	   o	   necrotiche)	   non	   sono	   state	  trovate	  in	  embrioni	  freschi,	  hanno	  mostrato	  un	  aumento	  da	  0h	  a	  6h,	  e	  di	  nuovo	  da	  6	  a	  24h.	  	  	  La	  percentuale	  di	  cellule	  colorate	  con	  TUNEL	  è	  stata	  simile	  nei	  gruppi	  0h	  ed	  E-­‐6h	  e	  molto	  più	  alta	  in	  24h.	  Non	  sono	  state	  scoperte	  sostanziali	  differenze	  tra	  i	  tre	  media	  di	   conservazione.	   La	   percentuale	   di	   cellule	   colorate	   solo	   con	   TUNEL	   (TUNEL+/	  DAPI-­‐)	  non	  ha	  differito	   tra	  embrioni	   freschi	  e	   conservati	  per	  6h	  e	  24h,	   invece,	   la	  percentuale	   di	   cellule	   morte	   (DAPI+)	   è	   risultata	   aumentata	   	   con	   il	   tempo	   di	  incubazione,	   suggerendo	   che	   la	   conservazione	   refrigerata	   non	   ha	   aumentato	  l’incidenza	  di	  cellule	  in	  apoptosi	  precoce.	  Non	   è	   stata	   trovata	   differenza	   tra	   la	   percentuale	   di	   cellule	   colorate	   con	   DAPI	   e	  quella	  di	  cellule	  marcata	  con	  TUNNEL.	  Il	  diametro	  medio	  di	  embrioni	  non	  ha	  mostrato	  differenze	  nei	  5	  gruppi	  e	  tutti	  gli	  embrioni	  sono	  stati	  valutati	  morfologicamente	  col	  grado	  di	  eccellente	  o	  buono.	  Analizzando	  la	  correlazione	  tra	  dimensione	  e	  percentuale	  di	  cellule	  DAPI	  marcate	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dopo	  6h	  (n=10)	  e	  24h	  (n=30)	  di	  refrigerazione,	  è	  stata	  osservata	  una	  correlazione	  tra	   il	  diametro	  degli	   embrioni	  e	   la	  percentuale	  media	  di	   cellule	  morte,	   indicando	  che	  il	  diametro	  è	  negativamente	  correlato	  con	  la	  percentuale	  di	  cellule	  necrotiche;	  gli	   embrioni	   più	   piccoli	   presentano	   una	   percentuale	   di	   cellule	   morte	   maggiore	  rispetto	  a	  quelli	  di	  dimensioni	  più	  grandi.	  Dal	  trend	  generale	  è	  stato	  notato	  che	  il	  diametro	  è	  correlato	  negativamente	  con	  il	  grado	   di	   apoptosi.	   Quando	   gli	   embrioni	   sono	   arbitrariamente	   divisi	   in	   piccoli	  (<400μm)	   e	   grandi	   (>400μm),	   quelli	   con	   diametro	   minore	   mostrano	   una	  percentuale	   maggiore	   di	   cellule	   apoptotiche	   (TUNEL+/	   DAPI-­‐),	   suggerendo	   che	  l’incidenza	  di	  apoptosi	  diminuisce	  con	  l’età	  dell’embrione,	  oppure	  che	  gli	  embrioni	  più	  piccoli	  di	  una	  stessa	  età	   siano	  meno	  vitali	   e	   siano	  coinvolti	   in	  un	  più	   intenso	  meccanismo	  di	  fisiologica	  eliminazione.	  	  	  Dal	   gruppo	   di	   Moussa	   e	   colleghi	   nel	   2004	   è	   stata	   studiata	   la	   correlazione	   tra	   il	  numero	  di	  cellule	  e	  il	  diametro	  di	  embrioni	  equini	  recuperati	  i	  giorni	  6.5,	  7	  e	  8.	  Sono	  state	  usate	  come	  donatrici	  60	  fattrici	  di	  razza	  Welsh,	  tra	  i	  3	  e	  il	  14	  anni,	  tutte	  le	  cavalle	  erano	  sane	  dal	  punto	  di	  vista	  riproduttivo.	  L’ovulazione	  è	  stata	   indotta	  all’evidenza	  ecografica	  di	  un	   follicolo	  di	  33mm,	  con	   la	  somministrazione	  di	  15mg	  CEG	  per	   via	   IV.	   24h	  dopo	   l’iniezione	  di	   CEG	   le	   fattrici	   sono	   state	   inseminate	   con	  seme	   fresco	   con	   una	   concentrazione	   di	   spermatozoi	   600x106,	   l’ovulazione	   è	  avvenuta	   dopo	   24	   ore.	   Gli	   embrioni	   sono	   stati	   recuperati	   192h	   (36h+6,5x24h),	  204h	  (36h+7x24h)	  e	  228h	  (36h+8x24h)	  dopo	  la	  somministrazione	  di	  CEG,	  quindi	  	  al	   giorno	   6.5,	   7,	   8.	   Sono	   stati	   recuperati	   mediante	   un	   lavaggio	   uterino	  transcervicale	  con	  3	  x	  0,5L	  di	  EmCare	  Complete	  Flush	  Solution	  a	  37°C,	  è	  stato	  poi	  eseguito	  un	  lavaggio	  per	  10	  volte	  con	  Emcare	  Holding	  Solution	  sempre	  a	  37°C.	  Gli	  embrioni	   sono	   stati	   assegnati	   a	   3	   gruppi	   d’età	   differente	   (D6,5:n=12	   D7:n=98	   e	  D8:n=14),	   sono	   stati	   poi	   valutati	   morfologicamente	   col	   metodo	   di	   McKinnon	   e	  Squires	   del	   1988	   e	   il	   diametro	   di	   ogni	   embrione,	   includendo	   la	   zona	   pellucida	   è	  stato	  misurato	  con	  un	  microscopio.	  Sono	   stati	   poi	   fissati	   in	   una	   soluzione	   PBS+4%	   paraformaldeide	   a	   temperatura	  ambiente	  per	  1h	  e	  lavati	  3	  volte	  in	  PBS.	  Il	  numero	  totale	  di	  cellule	  è	  stato	  valutato	  contando	   i	   nuclei	  DAPI	  marcati.	   Gli	   embrioni	   fissati	   sono	   stati	   colorati	   con	  DAPI	  1μg/mL	   per	   marcare	   tutti	   i	   nuclei;	   questi	   ultimi	   sono	   stati	   contati	   usando	   una	  griglia	  apposita	  montata	  su	  un	  microscopio	  a	  fluorescenza	  invertita.	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Differenze	  significanti	   riguardo	  ai	  diametri	  ed	   il	  numero	  di	   cellule	   tra	   i	  gruppi	  di	  età	  sono	  state	  rilevate	  mediante	  il	  test	  Kruskal	  Wallis	  usando	  il	  software	  StatXact	  5.	  Le	  analisi	   comparative	   tra	  gruppi	   sono	  state	   fatte	  usando	   l’U-­‐test;	   le	   correlazioni	  tra	   il	   numero	   totale	   di	   cellule,	   il	   diametro	   degli	   embrioni	   e	   lo	   stadio	   di	   sviluppo	  sono	  state	  calcolate	  con	  il	  test	  di	  Spearmann.	  I	  diametri	  degli	  embrioni	  sono	  variati	  tra	  i	  160-­‐260μm,	  160-­‐840μm	  e	  380-­‐1640μm	  rispettivamente	   per	   embrioni	   al	   giorno	   6,5	   7	   e	   8.	   Il	   diametro	   medio	   (SEM)	   di	  embrioni	  al	  giorno	  6,5	  e	  7	  non	  ha	  avuto	  differenze	  significative,	  ma	  è	  risultato	  più	  piccolo	  rispetto	  a	  quelli	  al	  giorno	  8.	  Un	  embrione	  (1640	  μm-­‐20322	  cellule)	  è	  stato	  considerato	  un	  errore	  e	  rimosso	  dall’analisi.	  Il	   numero	   totale	   di	   cellule	   è	   variato	   tra	   226-­‐726,	   265-­‐7652	   e	   2251-­‐20322	   per	  embrioni	   rispettivamente	   di	   6,5	   7	   e	   8	   giorni.	   Il	   numero	   medio	   di	   cellule	   per	  embrioni	  del	  giorno	  6,5	  (394±12)	  è	  stato	  significativamente	  più	  basso	  degli	  altri.	  Il	  numero	  medio	   di	   cellule	   per	   quelli	   di	   7	   giorni	   è	   stato	   più	   basso	   (2365±170)	   di	  quelli	  di	  8	  (7984±390).	  Durante	  questo	  studio,	   sono	  stati	   recuperati	  4	  paia	  di	  embrioni	  gemelli	  al	  giorno	  7(n=2)	   e	   8(n=2).	   I	   gemelli	   al	   giorno	   7	   derivavano	   da	   una	   doppia	   ovulazione	  sincrona	  unilaterale	  mentre	  quelli	  del	  giorno	  8	  da	  una	  doppia	  ovulazione	  sincrona	  bilaterale.	   Solo	   un	   paio	   di	   gemelli	   unilaterali	   erano	   esattamente	   identici	   in	  diametro	  e	  comparabili	  per	  numero	  di	  cellule	  (15%	  di	  differenza);	   le	  altre	  3	  paia	  erano	  molto	  differenti	  in	  diametro	  (63%,	  23%	  e	  33%)	  e	  in	  numero	  di	  cellule	  (87%,	  27%	  e	  70%),	  nonostante	  la	  sincronia	  delle	  ovulazioni.	  	  Il	  diametro	  medio	  e	   il	  numero	  di	  cellule	  non	  hanno	  avuto	  differenze	  significative	  tra	   gli	   stadi	   di	   morula,	   blastocisti	   giovane	   e	   blastocisti	   per	   quanto	   riguarda	   gli	  embrioni	   al	   giorno	  6,5.	  Nel	   gruppo	  del	   giorno	  7,	   non	   ci	   sono	   state	  differenze	  nel	  diametro	   della	  morula,	   blastocisti	   giovane	   e	   blastocisti	   ma	   è	   risultato	   più	   basso	  rispetto	  al	  diametro	  della	  blastocisti	   espansa.	   Il	  numero	  di	   cellule	  della	  morula	  e	  della	  giovane	  blastocisti	  è	  stato	  significativamente	  più	  basso	  di	  quello	  rilevato	  nella	  blastocisti	  adulta	  ed	  espansa,	  sempre	  negli	  embrioni	  di	  giorno	  7.	  C’è	  stata	  una	  differenza	  importante	  nel	  numero	  di	  cellule	  tra	  blastocisti	  adulta	  ed	  espansa	  (1142±82	  cellule	  contro	  3424±211,	  embrioni	  di	  7	  giorni).	  Il	  diametro	  e	  il	  numero	   di	   cellule	   della	   morula	   e	   della	   blastocisti	   giovane	   non	   ha	   differito	   tra	  embrioni	  del	  giorno	  6,5	  e	  7.	   Il	  diametro	  medio	  della	  blastocisti	  nei	  giorni	  6,5	  e	  7	  non	   ha	   mostrato	   differenze	   significative	   mentre	   il	   numero	   di	   cellule	   delle	  
	   38	  
blastocisti	  di	  7	  giorni	  è	  stato	  maggiore	  rispetto	  a	  quello	  di	  quelle	  di	  6,5.	  Il	  diametro	  medio	  delle	  bastocisti	  espanse	  del	  giorno	  7	  non	  ha	  differito	  con	  quelle	  del	   giorno	   8	  ma	   il	   loro	   numero	   di	   cellule	   è	   stato	   più	   alto	   di	   quelle	   del	   giorno	   7	  (8461±416	  contro	  3424±211).	  I	  coefficienti	  di	  correlazione	  (valori	  r)	  tra	  il	  numero	  totale	  di	  cellule	  e	  il	  diametro	  sono	  stati	  significativi	  in	  ogni	  gruppo	  d’età:	  	  
• giorno	  6,5:	  0,965	  
• giorno	  7:	  0,977	  
• giorno	  8:0,982	  Il	  totale	  delle	  blastocisti	  normali	  ed	  espanse	  (n=112)	  ha	  indicato	  che	  il	  coefficiente	  di	   correlazione	   tra	   il	  numero	  delle	   cellule	  e	   il	  diametro	  dell’embrione	  è	  degno	  di	  nota	  (r=0,976);	  un’altra	  correlazione	  significante	  (r=0,682)	  è	  stata	  osservata	  tra	  il	  numero	  delle	  cellule	  e	   il	  diametro	  in	  tutte	  le	  morulae	  e	  giovani	  blastocisti	  (n=12)	  dei	  giorno	  6.5	  e	  7.	  	  In	  conclusione	  è	  stato	  dimostrato	  che	  il	  numero	  di	  cellule	  nell’embrione	  equino	  è	  correlato	   strettamente	   con	   il	   diametro	   embrionale	   della	   blastocisti	   normale	   ed	  espansa,	   con	   questa	   formula	   per	   calcolare	   il	   numero	   (n)	   di	   cellule	   basato	   sul	  diametro	  embrionale	  (d)	  espresso	  in	  micron:	  n=0,0106d2+2,0542d-­‐375,28.	  	  E’	  stata	  riportata	  da	  Carnevale,	  nel	  2009	  una	  review	  sulla	  refrigerazione.	  	  La	   ricerca	   usata	   come	   base	   per	   il	   trasporto	   commerciale	   di	   embrioni	   è	   stata	  presentata	  nel	  1987	  (Carnevale	  et	  al,1987);	  gli	  embrioni	  sono	  stati	  conservati	  in	  un	  medium	  di	  coltura	  per	   tessuti	   (Ham’s	  F-­‐10+10%	  siero	   fetale	  bovino)	  gassato	  con	  5%CO2,	  5%O2,	  e	  90%	  di	  N2.	  A	  14	  giorni,	   i	   tassi	  di	  gravidanza	  sono	  risultati	  simili	  agli	  embrioni	  di	  controllo,	  trasferiti	  subito	  dopo	  il	  recupero.	  A	  35	  giorni	  i	  tassi	  sono	  risultati	   più	   alti	   nei	   controlli	   rispetto	   agli	   embrioni	   conservati	   (80%	  contro	  55%	  rispettivamente).	  E’	  stato	  quindi	  concluso	  che	  questa	  tecnica	  di	  conservazione	  era	  accettabile	  per	   il	   trasporto	  degli	  embrioni.	  Questo	  sistema	  è	  stato	  poi	  modificato,	  per	  sostenere	  un	  regime	  di	  commercializzazione,	  ed	  i	  tassi	  di	  gravidanza	  a	  12,	  35	  e	  50	   giorni	   non	   sono	   risultati	   differenti	   per	   embrioni	   refrigerati	   e	   spediti	   nei	  confronti	  di	  quelli	  trasferiti	  direttamente	  nella	  stessa	  località	  del	  recupero	  (Carney	  et	   al,1991).	   Comunque	   le	   perdite	   di	   gravidanza	   sono	   state	   più	   alte	   quando	   gli	  embrioni	  erano	  trasportati	  per	  più	  di	  12	  ore	  (Carney	  et	  al,	  1991).	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Packaging	  degli	  embrioni	  	  
	  L’embrione	   è	   identificato,	   lavato	   e	   posto	   in	   un	   holding	   medium	   dentro	   un	  contenitore	  sicuro.	  Il	  medium	  di	  conservazione	  deve	  mantenere	  un	  pH	  costante	  e	  sostenere	  la	  vitalità	  dell’embrione,	  normalmente	  sono	  aggiunti	  una	  fonte	  proteica	  e	  antibiotici.	  Oltre	  ai	   già	   citati	  Ham	  F-­‐10,	   sono	  disponibili	  per	   stabilizzare	   il	  pH	   i	  tamponi	  zwitterionici,	  sono	  stati	  riportati	  similari	  tassi	  di	  gravidanza	  per	  embrioni	  conservati	  in	  F-­‐10	  gassato	  e	  in	  medium	  per	  embrioni	  EmCare	  Holding	  Solution	  di	  questo	   tipo	   (McCue	   et	   al,	   2000;	   Moussa	   et	   al,	   2003).	   I	   due	   media	   sono	   stati	  comparati	   in	   vitro	   con	   un	   altro	   medium	   (ViGro	   Holding	   Plus),	   non	   sono	   state	  notate	  differenze	  (Moussa	  et	  al,	  2004).	  Per	   l’embryo	   transfer	   sono	   stati	   usati	   i	   sistemi	   studiati	   per	   il	   trasporto	   di	   seme	  refrigerato	  devono	  garantire	   la	  tenuta	  di	  un’appropriata	  temperatura	  per	  tutta	   la	  durata	  del	  viaggio	  Uno	  dei	  più	  comuni	  è	  l’Equitainer	  (Hamilton	  Research,	  Inc.	  South	  Hamilton,	  MA),	  in	  uno	  studio	  precedente	  (Carnevale	  et	  al	  1987)	  il	  medium	  contenuto	  nell’Equitainer	  ha	   subito	   una	   diminuzione	   di	   temperatura	   di	   0,3°C/min,	   fino	   a	   5°C	   in	   5	   ore;	   la	  temperatura	  è	  stata	  mantenuta	  a	  5-­‐10°C	  tra	  5	  e	  24	  ore.	  	  Dopo	   il	   recupero,	   l’embrione	   è	   lavato	   con	   3-­‐6	   gocce	   di	  medium	  per	   rimuovere	   i	  detriti.	   Il	   medium	   dovrebbe	   essere	   ad	   una	   temperatura	   tra	   i	   22°C	   e	   37°C	   per	   il	  lavaggio,	  la	  conservazione	  e	  il	  packaging.	  	  Materiali	   richiesti	   per	   il	   confezionamento:	   5-­‐6mL	   di	   holding	   medium,	   50mL	   di	  medium	  per	  flushing,	  provetta	  sterile	  da	  5mL	  con	  tappo	  a	  vite,	  provetta	  sterile	  da	  centrifuga	  da	  50mL,	  Parafilm,	  Equitainer.	  La	  tecnica	  riportata	  da	  Carnevale	  è	  la	  seguente:	  
• Riempire	  la	  provetta	  da	  5mL	  con	  circa	  4,5mL	  di	  holding	  medium	  riscaldato	  
• Trasferire	  l’embrione	  dopo	  il	  lavaggio	  nella	  provetta	  
• Aggiungere	  medium	  fino	  a	  riempire	  tutti	  i	  5mL,	  chiudere	  il	  tappo	  e	  sigillare	  con	  Parafilm	  
• Riempire	  la	  provetta	  da	  50mL	  con	  medium	  da	  flushing	  recuperato	  
• Porre	   la	   provetta	   da	   5mL	   contenente	   l’embrione	   in	   quella	   da	   50mL,	  chiuderla	  attentamente	  e	  sigillare	  anch’essa	  con	  Parafilm	  
• Caricare	  la	  provetta	  da	  50mL	  nell’Equitainer	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Effetti	  avversi	  della	  refrigerazione	  di	  embrioni	  equini	  
	  Da	   Carnevale	   e	   colleghi	   nel	   1987	   è	   stato	   notato	   che	   l’evidenza	   ecografica	   della	  vescica	   embrionale	   nell’utero,	   dopo	   trasferimento	   di	   embrione	   refrigerato,	   è	  spesso	  ritardata	  e	  la	  dimensione	  della	  vescicola	  è	  spesso	  minore.	  E’	  stato	  suggerito	  che	   lo	  stoccaggio	  refrigerato	  possa	  risultare	   in	  un	  rallentamento	  della	  crescita.	  E’	  stato	   proposto	   che	   refrigerare	   gli	   embrioni	   equini	   possa	   danneggiare	   la	   massa	  cellulare	  interna	  più	  che	  le	  cellule	  trofoblastiche,	  causando	  un’aumentata	  incidenza	  di	   sviluppo	   di	   trofoblasto	   con	   embrione	   propriamente	   detto	   (Carnevale	   et	   al,	  1987);	   questo	   non	   è	   stato	   osservato	   in	   uno	   studio	   più	   ampio,	   eseguito	  successivamente	  nello	  stesso	  luogo	  (Carney	  et	  al,	  1991).	  	  Esistono	  report	  contrastanti	  sulla	  refrigerazione	  dell’embrione	  e	  sulla	  perdita	  della	  gravidanza.	   Da	   Cook	   e	   colleghi	   nel	   1989,	   è	   stata	   riportata	   una	   percentuale	   di	  perdita	  tra	  il	  giorno	  15	  e	  il	  50	  dell’	  11,5%	  per	  gli	  embrioni	  freschi,	  e	  dell’8,2%	  per	  quelli	  trasportati.	  Dal	  gruppo	  di	  Carney	  e	  colleghi	  nel	  1991,	  è	  stato	  riportato	  che	  i	  tassi	  di	  gravidanza	   iniziali	   (giorno	  12),	  con	   trasferimento	  chirurgico,	  erano	  simili	  per	  embrioni	  freschi	  e	  refrigerati,	  e	  che	  soprattutto	  il	  tasso	  di	  perdita	  embrionale	  non	   cambiava	   tra	   i	   due	   gruppi.	   Comunque,	   per	   fattrici	   riceventi	   embrioni	  refrigerati,	  la	  perdita	  embrionale	  tra	  il	  giorno	  12	  e	  35	  è	  stata	  maggiore	  nei	  casi	  di	  embrioni	   refrigerati	   per	   più	   di	   12	   ore	   (25%),	   comparata	   con	   quella	   di	   quelli	  sempre	  refrigerati	  ma	  per	  meno	  di	  12	  ore	  (10%).	  	  In	  uno	   studio	  più	   recente,	   tuttavia,	   l’incidenza	  di	   perdita	   embrionale	  non	   è	   stata	  differente	  tra	  embrioni	  trasferiti	  immediatamente	  dopo	  il	  flushing	  e	  trasportati	  in	  condizioni	  refrigerate	  (Carnevale	  et	  al,	  2000).	  	  	  E’	   stato	   notato	   da	   molti	   studiosi	   che	   l’embrione	   equino	   di	   maggiori	   dimensioni	  tollera	  il	  raffreddamento	  meglio	  di	  quello	  di	  minor	  dimensione	  (Carney	  et	  al,	  2000;	  Moussa	   et	   al,	   2003;	   Moussa	   et	   al,	   2004).	   Negli	   embrioni	   più	   piccoli	   il	  raffreddamento	   è	   associato	   ad	   una	   maggior	   percentuale	   di	   cellule	   morte	  (Carnevale	   et	   al,	   1987).	   E’	   stato	   riportato	   da	   Carney	   e	   colleghi	   nel	   1991,	   che	   il	  trasferimento	   di	   embrioni	   più	   piccoli	   ha	   dato	   meno	   gravidanze	   di	   quello	   con	  embrioni	   più	   grandi.	   Il	   trasferimento	   di	   22	   embrioni	   refrigerati,	   con	   diametro	  <250μm	   ha	   mostrato	   un	   tasso	   di	   gravidanza	   del	   59%,	   mentre	   quello	   di	   105	  embrioni	  >250μm	  uno	  dell’80%.	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In	   uno	   studio	   di	   Moussa	   e	   colleghi	   del	   2004	   è	   stato	   osservato	   che	   embrioni	   di	  diametro	  >400μm,	  dopo	  24	  ore	  di	   refrigerazione,	  hanno	  una	  vitalità	  maggiore	  di	  quelli	  <400μm,	  basata	  sul	  numero	  medio	  di	  cellule	  morte/mm2	  per	  ogni	  categoria	  di	  taglia	  dell’embrione.	  	  
Principali	  colorazioni	  per	  embrioni	  	  	  	  Nel	  2001	  è	  stato	  riportato	  da	  Thouas	  e	  colleghi	  uno	  studio	  nel	  quale	  gli	  embrioni	  bovini	  erano	  colorati	  con	  una	  metodica	  alternativa	  a	  quelle	  riportate	  finora.	  Le	  blastocisti	  (espanse,	   in	  espansione,	  giovani	  o	  parzialmente	  schiuse)	  sono	  state	  prima	   incubate	   in	   500μL	   di	   Soluzione	   1	   (Medium	  Hepes+	   1%	   di	   Triton	   X-­‐100	   e	  100μg/mL	  di	  Ioduro	  di	  propidio)	  per	  30	  secondi	  o	  fino	  a	  che	  il	  trofoectoderma	  non	  mostrava	   un	   cambiamento	   di	   colore	   verso	   il	   rosso.	   Le	   blastocisti	   sono	   state	   poi	  spostate	  nella	  Soluzione	  2	  (100%	  di	  etanolo+25μg	  di	  bisbenzimide)	  e	  conservate	  a	  4°C	  per	  tutta	  la	  notte.	  Le	  blastocisti	  marcate	  sono	  state	  poi	  trasferite	  nel	  glicerolo	  e	  visualizzate	  al	  microscopio.	  Lo	  ioduro	  di	  propidio	  è	  impermeabile	  alle	  membrane,	  e	  è	  quindi	  utilizzato	  generalmente	  per	  colorare	  le	  cellule	  morte.	  	  	  Nel	  2005	  da	  parte	  di	  Tharasanit	  e	  colleghi,	  è	  stata	  utilizzata	  un’altra	  tecnica	  per	  la	  colorazione	   cellulare.	   Embrioni	   equini	   sono	   stati	   permeabilizzati	   mediante	  un’immersione	  in	  Triton	  X-­‐100	  allo	  0,1%	  in	  PBS,	  per	  visualizzare	  il	  citoscheletro	  e	  poi	  colorati	  per	  1h	  a	  temperatura	  ambiente	  con	  una	  soluzione	  di	  Alexa	  Fluor	  488-­‐phalloidin	   15μg/mL	   in	   PBS.	   Dopo	   un	   lavaggio	   in	   PBS,	   gli	   embrioni	   sono	   stati	  colorati	  negativamente	  in	  DAPI	  0,1μg/mL	  per	  contare	  i	  nuclei	  cellulari.	  	  Per	  la	  localizzazione	  della	  membrana	  plasmatica	  cellulare,	  un	  numero	  di	  embrioni	  è	   stato	  marcato	  per	  1,5h	   con	  una	   soluzione	  a	  5μg/mL	  di	   agglutinina	  di	   germe	  di	  grano.	   Sono	   stati	   poi	   posti	   al	   buio	   in	   un	   vetrino	   in	   attesa	   di	   valutazione	  microscopica.	  	  Nel	  2007	  dal	  gruppo	  di	  Hinrichs	  e	  colleghi	  è	  stato	  descritto	  un	  ulteriore	  metodo	  di	  colorazione	  differenziale	  degli	  embrioni.	  Le	  blastocisti	  sono	  state	  incubate	  a	  temperatura	  ambiente	  per	  40s	  in	  500μL	  di	  PBS	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contenente	  100μg/mL	  PI	  e	  1%	  Triton	  X-­‐100.	  Sono	  state	  poi	  sciacquate	  con	  etanolo	  puro,	  e	  poste	  sempre	  in	  etanolo+30-­‐40μg/mL	  di	  Hoechst	  33342	  per	  tutta	  la	  notte	  a	  4°C.	  Il	  giorno	  successivo	  sono	  state	  osservate	  con	  un	  microscopio	  a	  fluorescenza;	  i	  nuclei	  marcati	  con	  PI	  apparivano	  rossi,	  mentre	  quelli	  con	  bisbenzimide	  blu.	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Capitolo	  3:	  PARTE	  SPERIMENTALE	  	  
	  
Scopo	  del	  lavoro	  
	  	  L’Embryo	  Transfer	  è	  una	  tecnologia	  riproduttiva	  che	  ha	  avuto	  notevole	  diffusione	  negli	  ultimi	  anni,	  poiché	  permette	  notevoli	  vantaggi	  nell’industria	  dell’equitazione,	  fatti	   salvi	   casi	   particolari,	   come	   il	   PSI,	   nel	   cui	   Stud	   Book	   è	   vietata	   l’iscrizione	   a	  cavalli	  prodotti	  con	  qualsivoglia	  tecnologia	  di	  riproduzione.	  E’	  possibile	  ottenere	  più	  prodotti	  l’anno	  per	  una	  singola	  fattrice	  di	  valore	  (vietato	  nella	   razza	   Trottatore	   Italiano),	   oppure	   permettere	   la	   riproduzione	   di	   cavalle	  importanti	  ma	  troppo	  anziane	  o	  con	  patologie	  a	  carico	  dell’apparato	  riproduttivo.	  Un	   altro	   aspetto	   fondamentale	   è	   che,	   con	   il	   trasporto	   di	   embrioni,	   si	   ha	   una	  notevole	  semplificazione	  commerciale,	  dal	  momento	  che,	  ovviamente,	  spostare	  un	  embrione	  è	  molto	  più	  economico	  che	  spostare	  una	  cavalla.	  Dati	  questi	  nuovi	   impulsi	   tecnici	   e	   commerciali,	   ad	  oggi,	  molti	   colleghi	  utilizzano	  questa	  tecnica	  sempre	  più	  di	  frequente,	  eseguendo	  flushings	  uterini	  per	  la	  ricerca	  di	  embrioni.	  Successivamente	  al	  lavaggio	  uterino	  (procedura	  relativamente	  poco	  complessa),	  la	  tecnica	  di	  manipolazione	  degli	  embrioni	  non	  è	  semplice,	  dal	  momento	  che	  richiede,	  oltre	   ad	   aver	   a	   disposizione	   numerose	   cavalle	   riceventi,	   manualità	   specialistica,	  attrezzatura	   e	   laboratorio	   non	   alla	   portata	   di	   tutti	   i	   colleghi.	   Fino	   ad	   oggi	   il	  trasporto	   degli	   embrioni	   era	   subordinato	   all’uso	   di	  media	   particolari	   (Carney	   et	  al,1991),	   con	   specifiche	   procedure	   come	   lavaggi	   sequenziali	   e	   misurazioni	   al	  microscopio(Carnevale	  et	  al,	  2000).	  Nel	   2011	   da	   Panzani	   e	   colleghi	   è	   stata	   studiata	   una	   tecnica	   semplificata	   per	   la	  refrigerazione	   breve	   (6-­‐8h)	   di	   embrioni	   equini.	   In	   questo	   studio,	   il	   filtro	  contenente	  l’embrione	  è	  stato	  riempito	  con	  EFS	  in	  modo	  da	  sostituire	  il	  liquido	  di	  lavaggio	  (Ringer	  Lattato)	  e	  posto	  direttamente	  in	  Equitainer	  per	  6-­‐8h.	  Gli	  embrioni	  sono	   stati	   poi	   trasferiti	   in	   riceventi	   a	   5-­‐8	   giorni	   post	   ovulazione.	   I	   tassi	   di	  gravidanza	   sono	   risultati	   analoghi	   a	  quelli	   in	   letteratura	   sia	  per	  embrioni	   freschi	  (Squires	  et	  al,	  2004;	  Panzani	  et	  al,	  2009)	  che	  refrigerati	  24h	  in	  media	  più	  complessi	  come	  Ham,	  EmCare	  e	  ViGro	  (Moussa	  et	  al,	  2003).	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In	   letteratura	   non	   vi	   sono	   studi	   sulla	   vitalità	   embrionale	   dopo	   semplice	  mantenimento	   di	   embrioni	   nel	   filtro	   con	   Ringer	   Lattato	   (lo	   stesso	   medium	  utilizzato	  per	  il	  lavaggio	  uterino).	  In	  questo	  modo	  un	  collega	  potrebbe	  mandare	  al	  centro	  di	  referenza	  per	   la	  riproduzione	  direttamente	   il	   filtro	  usato	  per	   il	   flushing	  senza	   aver	   nemmeno	   controllato	   la	   presenza	   dell’embrione,	   riducendo	   così	   a	   0	   i	  potenziali	  pericoli	  e	  i	  problemi.	  L’obiettivo	  di	  questo	  studio	  è	  stato	  quello	  di	  comparare	  il	  numero	  di	  cellule	  morte	  embrionali	  dopo	  6	  e/o	  24h	  di	  refrigerazione	  in	  3	  differenti	  media:	  EmCare	  Holding	  Solution®	   (ICPbio	   Reproduction,	   USA);	   Emcare	   Flushing	   Solution®	   (ICPbio	  Reproduction,	  USA);	  Ringer	  Lattato.	  	  Il	   Ringer	   Lattato	   è	   utilizzato	   comunemente	   come	   medium	   di	   lavaggio,	   il	   nostro	  protocollo	  è	  stato	  studiato	  per	  verificare	  se,	  mantenendo	  l’embrione	  nel	  filtro	  del	  flushing	   e	   inserendolo	   direttamente	   con	   un	   Equitainer,	   la	   vitalità	   degli	   embrioni	  possa	  subire	  o	  no	  una	  diminuzione.	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Materiali	  e	  metodi	  
	  Lo	  studio	  è	  stato	  eseguito	  presso	  l’Ospedale	  Didattico	  Veterinario	  dell’Università	  di	  Pisa	  (San	  Piero	  a	  Grado,	  Pisa	  43°	  41’	  30’’),	  su	  16	  cavalle	  di	  razza	  Trottatore	  Italiano.	  	  Le	  fattrici	  facevano	  parte	  del	  gruppo	  di	  riceventi	  selezionate	  e	  non	  utilizzate	  come	  riceventi	  di	  embrioni	  per	  la	  stagione	  di	  monta	  dell’anno	  2011.	  L’età	  era	  compresa	  tra	   gli	   8	   e	   i	   15	   anni	   ed	   il	   peso	   corporeo	   tra	   402	   e	   560	   Kg	   con	   una	   media	   di	  481,3±49,9	  Kg;	  all’inizio	  dello	  studio	   le	  cavalle	  si	  presentavano	  sane	  dal	  punto	  di	  vista	  generale	  e	  riproduttivo.	  Le	   fattrici	   sono	  state	  mantenute	   in	  paddock	  ed	  alimentate	  con	   fieno	  ad	   libitum	  e	  mangime	   fioccato,	   somministrato	   in	   razioni	   stabilite	   sulla	   base	   di	   pese	   corporee	  mensili	  e	  secondo	  i	  fabbisogni	  stabiliti	  dal	  National	  Research	  Council	  (1989).	  	  
	  Figura	  5	  Cavalle	  in	  paddock,	  Dipartimento	  di	  Scienze	  Veterinarie.	  
	  
Monitoraggio	  del	  ciclo	  estrale	  e	  inseminazione	  artificiale	  
	  Lo	  stadio	  del	  ciclo	  riproduttivo	  è	  stato	  monitorato	  mediante	  palpazione	  (Figura	  6)	  ed	  ecografia	  transrettale	  (ecografo	  Toshiba	  Just	  Vision	  200	  con	  sonda	  semiconvex	  a	   frequenza	   variabile	   5-­‐7Mhz,	   modello	   PVF-­‐738F)(Figura	   7),	   a	   cadenza	  bisettimanale	  durante	  il	  diestro	  e	  quotidiana	  durante	  l’estro.	  	  	  
	   46	  
	  	  	  Figura	  6	  Esame	  apparato	  riproduttivo:	  palpazione	  rettale.	  	  
	  Figura	  7	  Esame	  ecografico	  dell’apparato	  riproduttivo.	  	  Le	  cavalle,	  impiegate	  come	  donatrici	  di	  embrioni,	  sono	  state	  inseminate	  con	  seme	  fresco	  o	  congelato	  all’evidenza	  di	  un	  follicolo	  ovarico	  con	  diametro	  >35mm.	  In	  9	  cavalle	  è	  stato	  somministrato	  GnRH	  sintetico	  (buserelin	  acetato)	  al	  dosaggio	  1mg/mL	  (Suprefact®	  5,5mL/capo	  via	  SC	  Sanofi–Aventis	  S.p.A	  Milano),	  per	  favorire	  l’ovulazione	  entro	  48h	  dalla	  somministrazione.	  Per	   le	   inseminazioni	   è	   stato	   utilizzato	   il	   seme	   di	   due	   stalloni	   di	   provata	   fertilità	  prelevato	   con	  una	   vagina	   artificiale	  modello	  Colorado®	  (CSU	  Model	  AV,	  ARS),	   sia	  fresco	  che	  congelato.	  	  Sono	  state	  eseguite	  26	  inseminazioni	  con	  seme	  fresco,	  e	  28	  con	  seme	  congelato.	  Il	   materiale	   seminale	   fresco	   è	   stato	   valutato	   (volume,	   colore,	   motilità,	  concentrazione)	   e	   diluito	   volumetricamente	   in	   proporzione	   1:3	   con	   l’extender	  INRA96®	  (IMV	  Technologies,	  Francia).	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Per	  quanto	  riguarda	  il	  congelato,	  l’eiaculato	  è	  stato	  diluito	  con	  un	  extender	  a	  base	  di	  latte	  ad	  una	  concentrazione	  di	  6x106	  spermatozoi/mL	  e	  centrifugato	  per	  10-­‐15	  min	   a	   350-­‐700g.	   Successivamente	   è	   stato	   eliminato	   il	   surnatante	   in	   modo	   da	  lasciare	  non	  più	  di	  0-­‐5%	  di	  plasma	  seminale	  (Amann	  e	  Pickett,	  1987);	  lo	  sperma	  è	  di	  nuovo	  risospeso	  alla	  concentrazione	  desiderata	  (100-­‐200x106	  spermatozoi/mL)	  in	  un	  extender	  per	  congelamento,	  basato	  sia	  su	  tuorlo	  d’uovo	  oppure	  su	  latte,	  con	  aggiunta	   di	   crioprotettori.	   Il	   seme	   è	   stato	   poi	   caricato	   in	   paillette	   da	   seme	   da	  0,5mL,	  congelate	  per	   immersione	  in	  vapori	  di	  azoto	   liquido	  fino	  alla	  temperatura	  finale	   di	   -­‐140°C	   (Watson	   et	   al,	   2000).	   Le	   paillettes	   sono	   state	   poi	   conservate	   in	  azoto	  liquido	  a	  -­‐196°C.	  	  	  
Recupero	  degli	  embrioni	  
	  Tutte	  le	  cavalle	  inseminate	  sono	  state	  sottoposte	  a	  flushing	  uterino	  8	  giorni	  dopo	  l’ovulazione	  per	  il	  recupero	  degli	  embrioni.	  Le	   cavalle	   sono	   state	   contenute	   in	   un	   travaglio,	   la	   coda	   è	   stata	   introdotta	   in	   un	  guanto	  da	  esplorazione	  rettale,	  fissata	  con	  nastro	  adesivo	  e	  legata	  lateralmente,	  il	  retto	  è	  stato	  svuotato	  dalle	  eventuali	  scibale	  presenti	  e	  il	  perineo	  è	  stato	  sottoposto	  a	   tre	   lavaggi	   con	   un	   sapone	   antisettico	   a	   base	   di	   iodio,	   sciacquato	   con	   acqua	   e	  asciugato	  con	  attenzione	  (Figura	  8).	  
	   	  Figura	  8	  Lavaggio	  del	  perineo	  con	  sapone	  antisettico.	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Per	   il	   recupero	   degli	   embrioni	   è	   stato	   impiegato	   un	   dispositivo	   a	   tre	   vie	  comprendente	  una	  sonda	  specifica	  dal	  diametro	  36	  Fr	  (IVON,	  IMV,	  Francia),	  ed	  un	  filtro	   da	   recupero	   embrionale	   (EZ	  WAY	   FILTER,	   SPI™	   Canton,	   TX)	   (Figura	   9).	   Il	  medium	  impiegato	  per	  il	  flushing	  è	  stato	  Ringer	  Lattato	  nella	  misura	  di	  1-­‐2	  litri	  per	  lavaggio	  per	  un	  totale	  di	  5	  lavaggi	  consecutivi.	  	  
	  Figura	  9	  Strumenti	  per	  embryo	  transfer.	  	  L’operatore,	  una	  volta	  calzato	  un	  guanto	  sterile	  e	  lubrificato	  le	  dita	  con	  gel	  sterile,	  ha	   introdotto	   la	   sonda	   cuffiata	   in	   vagina	   e	   poi	   nel	   canale	   cervicale	   fino	   a	  raggiungere	   il	   lume	   uterino.	   Una	   volta	   che	   il	   catetere	   ha	   raggiunto	   il	   corpo	  dell’utero,	  la	  cuffia	  della	  sonda	  è	  stata	  gonfiata	  con	  80cc	  di	  aria	  tramite	  una	  siringa	  sprovvista	   di	   ago.	   L’utero	   è	   stato	   sottoposto	   a	   più	   lavaggi	   mantenendo	  rispettivamente	  chiusa	  la	  via	  del	  filtro	  al	  momento	  dell’introduzione	  del	  medium	  in	  utero	  e	  chiusa	   la	  via	  collegata	  alla	  sacca	  di	  medium	  al	  momento	  del	  recupero	  del	  liquido	  uterino	  attraverso	  il	  filtro.	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  Figura	  10	  Flushing	  di	  una	  cavalla	  per	  recupero	  embrioni.	  	  Durante	  il	  recupero	  del	  liquido	  di	  lavaggio,	  l’operatore	  ha	  massaggiato	  l’utero	  per	  via	  rettale	  al	  fine	  di	  favorire	  il	  completo	  deflusso	  dello	  stesso	  (Figura	  10).	  A	  questo	  punto,	  è	  stata	  sgonfiata	  la	  cuffia	  della	  sonda,	  quest’ultima	  è	  stata	  estratta	  dalla	  vagina	  e	  la	  coda	  è	  stata	  sfasciata.	  Tutte	  le	  donatrici	  sono	  state	  trattate	  con	  3mg	  dell’analogo	  delle	  PGF2α	  alfaprostol	  (1,5mL/capo/im,	  Gabbrostim®,	  CEVA	  VETEM,	  Milano).	  Gli	   embrioni	   recuperati	   sono	   stati	   23	   su	   45	   flushings	   eseguiti	   (percentuale	   di	  successo	  51,11%)	  ,	  dei	  quali	  14	  provenienti	  da	  cavalle	  inseminate	  con	  seme	  fresco	  (percentuale	   di	   recupero:	   53,84%)	   e	   9	   con	   seme	   congelato	   (percentuale	   di	  recupero	  32,14%).	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  Figura	  11	  Scorcio	  del	  laboratorio	  Regionale	  autorizzato	  per	  la	  manipolazione	  degli	  embrioni	  equini	  	  (Università	  di	  Pisa,	  Dipartimento	  di	  Scienze	  Veterinarie).	  	  Subito	   dopo	   il	   flushing	   uterino,	   la	   piastra	   con	   griglia	   contenente	   il	   filtro	   è	   stata	  osservata	   sotto	   uno	   stereomicroscopio	   (Leica®	   S6E)	   a	   40x	   per	   la	   ricerca	   degli	  embrioni	  (Figura	  11	  e	  12).	  
	   	  Figura	  12	  Leica	  S6E.	  Microscopio	  stereoscopico	  usato	  per	  ricercare	  gli	  embrioni	  nel	  filtro.	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Valutazione	  e	  misurazione	  degli	  embrioni	  dopo	  il	  recupero	  
	  Gli	  embrioni	  recuperati	  (n=23)	  sono	  stati	  misurati	  mediante	  oculare	  micrometrico	  (vedi	  Figura)	  e	  valutati	  per	  la	  morfologia	  (McKinnon	  e	  Squires,	  1988),	  risultando	  di	  qualità	  eccellente	  o	  buona;	   sono	  stati	  poi	   spostati	   in	  pozzetti	   contenenti	  medium	  Emcare	   Holding	   Solution®	   a	   37°C	   e	   sottoposti	   a	   3	   lavaggi	   consecutivi,	   tutte	   le	  operazioni	   sono	   state	   svolte	   sotto	   cappa	   a	   flusso	   laminare.	   Sono	   stati	   infine	  fotografati	   con	   una	   fotocamera	   e	   sono	   stati	   valutati	   il	   diametro	   e	   lo	   stadio	   di	  sviluppo	   (Figura	   13).	   Sono	   stati	   arruolati	   nello	   studio	   embrioni	   con	   dimensioni	  <2000μ.	  	  
	  Figura	  13	  Embrione	  di	  cavallo	  con	  scala	  micrometrica	  per	  dimensioni.	  	  
Preparazione	  degli	  embrioni	  prima	  della	  refrigerazione	  
	  I	  diversi	  media	  utilizzati	  in	  questo	  esperimento	  sono	  stati:	  	  
• EmCare	  Holding	  Solution®	  (ICPBio	  Reproduction,	  USA)	  	  
• EmCare	  Flushing	  Solution®	  (ICPBio	  Reproduction,	  USA)	  
• Ringer	  Lattato	  Gli	  embrioni	  sono	  stati	  divisi	  in	  questi	  gruppi:	  	  
• EHS	  per	  24h	   con	  protocollo	   standard	   (gruppo	  di	   controllo	   composto	  da	  6	  embrioni)	  	  
• EFS	  per	  6h	  (6	  embrioni)	  
• EFS	  per	  24h	  (4	  embrioni)	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• RL	  per	  6h	  (7	  embrioni)	  Nei	  gruppi	  EFS	  e	  RL	  gli	  embrioni	  recuperati	  sono	  stati	  lavati	  con	  1L	  di	  EFS	  o	  RL	  per	  rimpiazzare	  il	  medium	  recuperato	  dall’utero.	  	  Gli	   embrioni	   sono	   stati	   assegnati	   random	   a	   uno	   dei	   gruppi	   appena	   enunciati,	  ognuno	  è	  stato	  tenuto	  direttamente	  nel	  filtro	  di	  recupero	  e	  posto	  nell’Equitainer	  ®	  (Hamilton	  Research,	  Inc.	  South	  Hamilton,	  MA)	  in	  questo	  modo	  (Figura	  14	  e	  15):	  a) Filtro	   con	   medium	   di	   lavaggio	   ed	   embrione	   (sigillato	   con	   Parafilm)	   e	  rivestito	  con	  3	  giri	  di	  carta	  assorbente	  
	  	  Figura	   14	   Carta	   assorbente,	   filtro	   rivestito	   di	   Parafilm,	   spessore	   di	   polistirolo	   e	   tavolette	  refrigeranti.	  	   b) Spessore	  di	  polistirolo	  di	  circa	  8mm	  c) Tavolette	  refrigeranti	  dell’Equitainer	  ®	  d) Sonda	  del	  termometro	  e	  tappo.	  	  
	  Figura	  15	  Disposizione	  e	  preparazione	  del	  filtro	  da	  porre	  nell’Equitainer.	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La	  temperatura	  è	  stata	  presa	  alla	  chiusura	  del	  contenitore	  e	  alla	  sua	  riapertura	  6	  o	  24h	  dopo	  (Figura	  16	  e	  17).	  
	  Figura	  16	  Equitainer®	  con	  filtro	  posizionato	  all’interno	  e	  sonda	  per	  temperatura.	  	  	  
	  Figura	  17	  Equitainer	  chiuso	  con	  filtro	  e	  sonda	  per	  termometro	  all’interno.	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Preparazione	  del	  colorante	  DAPI	  	  Il	  DAPI	  o	  4',6-­‐diamidin-­‐2-­‐fenilindolo	  è	  un	  colorante	  organico	  fluorescente	  che	  lega	  fortemente	  regioni	  del	  DNA	  ricche	  in	  sequenze	  A-­‐T.	  Il	  legame	  di	  questo	  colorante	  al	  dsDNA	   produce	   una	   fluorescenza,	   apparentemente	   derivante	   dalla	   disposizione	  delle	   molecole	   d’acqua	   sia	   dal	   DAPI	   che	   da	   una	   eccitazione	   di	   livello	   inferiore;	  comunque	   si	   lega	   anche	   all’RNA,	   ma	   in	   sequenze	   A-­‐U.	   Il	   complesso	   DAPI/RNA	  mostra	   una	   maggiore	   emissione	   d’onda	   e	   fluorescenza	   rispetto	   a	   DAPI/dsDNA	  (500nm	  e	  460nm).	  	  Questa	   sostanza	   è	   un	   comune	   colorante	   nucleare	   per	   usi	   in	   tecniche	   di	  fluorescenza	  multicolore,	   dando	   un	   caratteristico	   colore	   blu,	  marcando	   le	   cellule	  morte	   (Figura	   18).	   Quando	   usato	   correttamente,	   il	   DAPI	  marca	   selettivamente	   i	  nuclei,	  con	  colorazione	  quasi	  nulla	  del	  citoplasma.	  	  	  
	  Figura	  18	  Embrione	  colorato	  con	  DAPI,	  alta	  percentuale	  di	  cellule	  morte.	  	  Nel	   presente	   studio	   è	   stato	   utilizzato	   DAPI	   dilactato	   (DAPI	   Nucleic	   Acid	   Stain	  D3571	  Molecular	  Probes®,	  Thermo	  Fisher	  Scientific,	  USA),	  con	  dosaggio	  5mg/mL.	  	  Per	  la	  preparazione	  del	  colorante	  è	  stato	  disciolto	  il	  contenuto	  di	  una	  fiala	  (10mg)	  in	  2mL	  di	  acqua	  deionizzata;	  lo	  stoccaggio	  del	  preparato	  è	  stato	  disposto	  al	  buio	  e	  ad	  una	  temperatura	  di	  2-­‐6°C.	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Colorazione	  degli	  embrioni	  
	  Trascorso	   il	   tempo	   prestabilito,	   è	   stata	   annotata	   la	   temperatura	   finale	   e	  l’Equitainer	  è	  stato	  riaperto.	  	  Il	   filtro	   contenente	   l’embrione	   è	   stato	   rovesciato	   per	   metà	   in	   una	   piastra	   Petri	  quadrata,	  è	  stato	  poi	  agitato	  dolcemente	  ed	  è	  stato	  poi	  versato	  il	  liquido	  rimanente.	  L’embrione	  è	  stato	  poi	  cercato	  con	  il	  microscopio	  già	  citato	  in	  precedenza,	  nel	  caso	  in	  cui	  non	  era	  trovato,	  si	  aspirava	  un	  po’	  di	  medium	  dalla	  piastra	  e,	  con	  una	  siringa	  sprovvista	  di	  caucciù,	  si	  lavava	  la	  provetta.	  	  Individuato	   l’embrione	  è	  stato	   lavato	  3	  volte	   in	  EmCare	  a	   temperatura	  ambiente,	  ed	  è	  stato	  immerso	  in	  1-­‐1,15	  mL	  di	  soluzione	  DAPI	  ricostituita	  (dosaggio	  1μg/mL)	  e	  incubato	  al	  buio	  per	  5	  minuti.	  	  Trascorso	   il	   tempo	   necessario,	   l’embrione	   è	   stato	   lavato	   nuovamente	   in	   EHS	   5	  volte,	  ed	  è	  stato	  caricato	  (insieme	  ad	  una	  goccia	  di	  EHS)	  in	  un	  vetrino	  portaoggetti	  provvisto	  di	  incavo	  e	  coperto	  con	  un	  coprioggetto.	  Subito	  dopo,	  l’embrione	  è	  stato	  osservato	   con	   un	  microscopio	   a	   epifluorescenza	   Leica®	  DMLB	   a	   100	   e	   200x	   con	  illuminazione	   UV	   e	   sono	   state	   contate	   le	   cellule	   colorate	   per	   due	   volte	   da	   due	  operatori	  diversi	  ed	  è	  stata	  poi	  eseguita	  una	  media	  tra	  le	  due	  misurazioni.	  Il	  numero	  di	  cellule	  totali	  è	  stato	  stimato	  usando	  la	  correlazione:	  	  
n=	  0,0106d2+2,0542d-­‐375,28	  	  (n=numero	  di	  cellule,	  d=diametro	  embrionale	  in	  μ)	  (Moussa	  et	  al,	  2004).	  	  Gli	   effetti	   dei	   trattamenti	   con	   diversi	  media	   e	   i	   diametri	   degli	   embrioni	   dei	   vari	  gruppi	   sulle	   percentuali	   di	   cellule	  morte/cellule	   totali	   stimate	   sono	   stati	   valutati	  con	  ANOVA	  (GLM).	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Risultati	  
	  La	  seguente	  tabella	  riporta	  i	  gruppi	  di	  trattamento	  con	  i	  diversi	  animali,	  gli	  stadi	  di	  recupero	  degli	  embrioni,	  le	  dimensioni	  espresse	  in	  micron,	  le	  temperature	  iniziali	  e	  finali,	  e	  il	  numero	  di	  cellule	  marcate	  con	  DAPI.	  	  	  EB:	  blastocisti	  espansa.	  	  	  	  	  Data	   Cavalla	   Stadio	  embrione	   Medium	  utilizzato	   Tempo	   Dimensioni	   T°	  Iniziale	   T°	  Finale	   DAPI	  
26	  Aug	   Cavalla	  1	   Blastocisti	   RL+EHS	   24h	   1290	  μ	   26,5°C	   12,0°C	   >200	  27	  Aug	   Cavalla	  2	   Blastocisti	   RL+EHS	   24h	   464,8	  μ	   25,5°C	   17.0°C	   23	  2	  Sept	   Cavalla	  3	   Blastocisti	   RL+EHS	   24h	   258	  μ	   27,0°C	   N/R	   3	  4	  Sept	   Cavalla	  4	   Blastocisti	   RL+EHS	   24h	   774	  μ	   28,0°C	   11,9°C	   4	  12	  Sept	   Cavalla	  5	   Blastocisti	   RL+EHS	   24h	   258	  μ	   N/R	   N/R	   4	  15	  Sept	   Cavalla	  3	   Blastocisti	   RL+EFS	   6h	   516	  μ	   N/R	   N/R	   4	  15	  Sept	   Cavalla	  3	   Blastocisti	   RL+EFS	   6h	   516	  μ	   N/R	   N/R	   4	  21	  Sept	   Cavalla	  7	   Blastocisti	   RL+EFS	   6h	   1548	  μ	   23,0°C	   10,8°C	   1	  2	  Oct	   Cavalla	  8	   Blastocisti	   RL+EFS	   6h	   232,2	  μ	   N/R	   N/R	   3	  19	  Oct	   Cavalla	  8	   Blastocisti	   RL+EFS	   24h	   1083,6	  μ	   24,8°C	   11,2°C	   131	  23	  Oct	   Cavalla	  11	   Blastocisti	   RL+EFS	   24h	   232,2	  μ	   19,6°C	   10,4°C	   1	  24	  Oct	   Cavalla	  12	   Blastocisti	   RL+EFS	   24h	   1032	  μ	   N/R	   N/R	   40	  24	  Oct	   Cavalla	  13	   Blastocisti	   RL+EFS	   24h	   1186,8	  μ	   N/R	   N/R	   43	  27	  Oct	   Cavalla	  9	   EB	   RL+EFS	   6h	   129	  μ	   23,0°C	   16,8°C	   15	  3	  Nov	   Cavalla	  15	   Blastocisti	   RL+RL	   6h	   1290	  μ	   20,5°C	   16,8°C	   95	  
	   57	  
3	  Nov	   Cavalla	  16	   Blastocisti	   RL+RL	   6h	   1161	  μ	   20,5°C	   16,8°C	   0	  4	  Nov	   Cavalla	  3	   Blastocisti	   RL+RL	   6h	   1032	  μ	   20,3°C	   14,8°C	   1	  6	  Nov	   Cavalla	  17	   Blastocisti	   RL+RL	   6h	   1419	  μ	   22,7°C	   19,8°C	   8	  7	  Nov	  	   Cavalla	  1	   Blastocisti	   RL+RL	   6h	   464,4	  μ	   21,9°C	   16,4°C	   26	  8	  Nov	   Cavalla	  11	   Blastocisti	   RL+RL	   6h	   825,6	  μ	   22,2°C	   13,8°C	   33	  17	  Nov	   Cavalla	  10	   EB	   RL+EFS	   6h	   670,8	  μ	   20,1°C	   14,9°C	   1	  17	  Nov	   Cavalla	  5	   Blastocisti	   RL+EFS	   6h	   1702,8	  μ	   20,1°C	   14,9°C	   2	  18	  Nov	   Cavalla	  3	   Blastocisti	   RL+RL	   6h	   825,6	  μ	   19,5°C	   12,1°C	   0	  
	  	  	  Utilizzando	   la	   formula	   espressa	   in	   precedenza	   è	   stata	   elaborata	   una	   ulteriore	  tabella	  che	  riporta	  i	  dati	  sui	  diametri,	  cellule	  totali,	  cellule	  morte	  e	  rapporto	  cellule	  morte/totale	  stimato.	  	  	  	  Gruppo	   di	  trattamento	   Diametro	  (μ)	   Cellule	  totali	  (n)	   Cellule	   morte	  (n)	   Cellule	   morte	  (%)	  	  
EHS24	   608,9±435,4	   6412,9±8029,0	   56,8±108,3	   0,58±0,46	  EFS6	   842,8±614,4	   12219,6±14366,8	   2,2±1,2	   0,11±0,17	  EFS24	   877,2±433,3	   11075,4±7063,8	   53,8±54,9	   0,41±0,34	  RL6	   1002,5±507,6	   13297,9±7290,5	   23,3±34,3	   0,26±0,35	  	  Non	   sono	   state	   osservate	   differenze	   proporzionalmente	   significative	   tra	   il	  diametro	  embrionale	  ed	  il	  trattamento	  con	  diversi	  media.	  Il	   mantenimento	   di	   embrioni	   di	   buona	   qualità	   al	   giorno	   8	   per	   24h	   in	   EmCare	  Flushing	  Solution	  o	  per	  6h	   in	  Ringer	  Lattato,	  confrontato	  con	   la	  refrigerazione	   in	  EmCare	  Holding	  Solution	  per	  24h,	  non	  ha	  provocato	  un	  aumento	  della	  proporzione	  	  di	  cellule	  morte.	   	  
	   58	  
Discussioni	  e	  conclusioni	  
	  Nella	   specie	   equina	   la	   preservazione	   degli	   embrioni	   con	   l’ausilio	   delle	   basse	  temperature	   è	   di	   grande	   diffusione.	   La	   refrigerazione	   è	   la	   tecnica	   più	   efficace	  (Carnevale	  et	  al	  1987;	  Sertich	  et	  al,	  1988;	  Carney	  et	  al,1991;	  Moussa	  et	  al,	  2003);	  permette	   di	   trasportare	   l’embrione	   equino	   in	   strutture	   specializzate	  mantenendone	   la	   vitalità,	   solitamente	   per	   un	   arco	   di	   tempo	   dalle	   6	   alle	   24h,	  quando	   non	   si	   hanno	   a	   disposizione	   cavalle	   riceventi.	   I	   primi	   studi	   sul	  trasferimento	  degli	  embrioni,	  mantenendo	  la	  vitalità	  degli	  stessi	  per	  6-­‐24	  ore,	  sono	  iniziati	   tempo	   fa:	   Oguri	   e	   Tsutsumi	   (1974),	   Allen	   e	   Rowson	   (1975)	   e	   Douglas	  (1980)	   sono	   stati	   gli	   studiosi	   che	  per	  primi	  hanno	   fatto	   ricerca	   in	  questo	   campo	  (Rubio,	  2001).	  Negli	   ultimi	   anni	   l’embryo	   transfer	   nel	   cavallo	   ha	   avuto	   notevole	   diffusione,	  ma	  continua	  a	  risentire	  negativamente	  della	  difficoltà	  tecnica	  di	  conservare	  l’embrione	  equino	  (Moussa	  et	  al,	  2002).	  Quest’ultimo,	   infatti,	  è	  molto	  sensibile	  allo	  shock	  da	  congelamento	   specialmente	   al	   superamento	   del	   diametro	   di	   300μm,	   dimensioni	  che	   sono	   raggiunte,	   generalmente,	   7	   giorni	   dopo	   l’ovulazione	   (Squires	   e	   Seidel,	  1996).	  La	  soluzione,	  rappresentata	  dalla	  ricerca	  dell’embrione	  al	  giorno	  6,	  quando	  le	  sue	  dimensioni	  sono	  <300	  ,	  non	  è	  facilmente	  praticabile,	  in	  quanto	  al	  giorno	  6	  la	  percentuale	   di	   recupero	   è	   ridotta,	   specialmente	   nelle	   cavalle	   anziane	   o	   in	   quelle	  inseminate	  dopo	  l’ovulazione	  (generalmente	  con	  seme	  congelato).	  	  	  Questo	   limite	   tecnico,	   riduce	   fortemente	   le	   possibilità	   applicative	   dell’ET	   alla	  riproduzione	  equina;	  la	  conservazione	  degli	  embrioni	  ed	  il	  loro	  trasferimento	  in	  un	  tempo	  successivo,	  infatti,	  offrirebbe	  numerosi	  vantaggi,	  tra	  i	  quali:	  la	  riduzione	  dei	  rischi	  sanitari	  sugli	  animali;	  la	  possibilità	  di	  gestire	  le	  donatrici	  nello	  stesso	  luogo	  dove	   risiedono,	   senza	   doverle	   trasportare	   al	   centro	   dove	   sono	   mantenute	   le	  riceventi;	   la	  riduzione	  del	  costo	  dell’	  Embryo	  transfer;	  la	  riduzione	  del	  numero	  di	  riceventi	   da	  mantenere;	   la	   possibilità	   di	   effettuare	   un	   commercio	   internazionale	  degli	  embrioni	  con	  incremento	  del	  ritmo	  del	  miglioramento	  genetico.	  	  Alcuni	   di	   questi	   vantaggi,	   specialmente	   quello	   di	   non	   dover	   trasportare	   le	  donatrici,	  possono	  essere	  perseguiti	  con	  la	  semplice	  refrigerazione	  dell’embrione.	  Gli	   embrioni	   equini,	   siano	   essi	   destinati	   ad	   essere	   trasferiti	   direttamente	   o	   dopo	  refrigerazione,	   vengono	   comunque	   recuperati	   7-­‐8	   giorni	   dopo	   l’ovulazione	   della	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donatrice	   (Fleury	   e	   Alverenga,	   1999).	   Inseminando	   le	   cavalle	   con	   seme	   fresco,	  sono	   stati	   riportati	   tassi	   di	   recupero	   degli	   embrioni	   di	   8	   giorni	   pari	   al	   74,4%	  (Squires	  e	  Seidel,	  1995),	  58%	  (Fleury	  e	  Alverenga,	  1999),	  62%	  (Eldrige-­‐Panuska	  et	  al.,	   2005);	   i	   tassi	   di	   recupero	   al	   7°	   giorno	   dopo	   l’ovulazione	   sono	   risultati	  molto	  simili	   (65%,	   Riera	   e	   Stout,	   2009).	   Nella	   maggior	   parte	   dei	   casi,	   l’embrione	   di	   8	  giorni	  è	  visualizzabile	  ad	  occhio	  nudo.	  La	  percentuale	  di	  recupero	  ottenuta	   in	  questa	  tesi,	  51%,	  si	  colloca	  nella	  media	  di	  quanto	  riportato	  in	  letteratura.	  Sono	   stati	   descritti	   protocolli	   per	   la	   refrigerazione	   e	   il	   trasporto	   dell’embrione	  equino:	  la	  blastocisti,	  una	  volta	  recuperata,	  viene	  posta	  in	  un	  liquido	  di	  coltura	  più	  o	   meno	   complesso,	   quali	   Ham’s	   F10,	   Vigro	   Holding	   Plus	   o	   EmCare	   Holding	  Solution,	   refrigerata	   in	   Equitainer	   e	   spedita	   per	   il	   trasferimento	   in	   un	   centro	   di	  raccolta	   delle	   riceventi	   (Moussa	   et	   al.,	   2003).	   Il	   ricorso	   a	   questi	   protocolli	   trova	  difficoltà	  ad	  entrare	  nella	  pratica	  quotidiana	  perché	   implica	   la	  disponibilità	  di	  un	  microscopio	  stereoscopio	  e	  una	  certa	  dimestichezza	  con	  la	  ricerca	  e	  manipolazione	  degli	  embrioni.	  Nello	  studio	  di	  Moussa	  e	  colleghi,	  nel	  2004	  sono	  stati	  valutati	  embrioni	  equini	  con	  DAPI	  conservati	  a	  5°C	  in	  EHS	  6h,	  EHS	  24h,	  Ham	  F-­‐10	  24h,	  ViGro	  24h	  e	  un	  controllo	  0h	   valutato	   subito	   dopo	   la	   raccolta.	   E’	   stato	   osservato	   che	   il	   numero	   di	   cellule	  morte	   non	   ha	  mostrato	   differenze	   sostanziali	   tra	   gruppi	   24h	   in	   diversi	  media.	   I	  risultati	  coincidono	  con	  il	  nostro	  studio	  in	  riferimento	  all’EHS.	  	  Da	   parte	   di	   Panzani	   e	   colleghi,	   nel	   2011	   è	   stato	   eseguito	   uno	   studio	   per	   la	  valutazione	   di	   una	   tecnica	   semplificata	   di	   refrigerazione	   breve	   (6-­‐8h)	  dell’embrione	   equino.	   Dopo	   il	   recupero,	   il	   prodotto	   del	   concepimento	   è	   stato	  mantenuto	  nel	  filtro	  della	  sonda	  da	  lavaggio	  uterino,	  ed	  è	  stato	  sostituito	  il	  liquido	  di	   lavaggio	   con	   EFS.	   Il	   filtro	   è	   stato	   poi	   sigillato	   e	   posto	   in	   Equitainer	   per	   6-­‐8h.	  Dopo	   trasferimento	   di	   embrioni,	   la	   percentuale	   di	   gravidanza,	   degli	   embrioni	  refrigerati,	   a	   14	   giorni	   e	   25	   giorni	   (72,7%),	   è	   stata	   sovrapponibile	   ad	   embrioni	  freschi	  usati	  come	  controllo;	  entrambe	  le	  percentuali	  sono	  state	  analoghe	  anche	  a	  quanto	  riportato	  in	  letteratura	  (Panzani	  et	  al,	  2009).	  	  L’obiettivo	   del	   presente	   studio	   è	   stato	   quello	   di	   comparare	   il	   numero	   di	   cellule	  morte	  embrionali	  dopo	  6	  e/o	  24h	  di	  refrigerazione	  in	  3	  differenti	  media:	  EmCare	  Holding	  Solution®	  (ICPbio	  Reproduction,	  USA);	  Emcare	  Flushing	  Solution®	  (ICPbio	  Reproduction,	  USA);	  Ringer	  Lattato.	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Nella	   nostra	   ricerca	   è	   stato	   dimostrato	   in	   vitro	   che	   lo	   stoccaggio	   di	   embrioni	   di	  cavallo,	   al	   giorno	   8	   e	   di	   buona	   qualità,	   per	   24h	   in	   EFS	   o	   per	   6h	   in	   RL,	   non	   ha	  provocato	   un	   aumento	   della	   proporzione	   di	   cellule	   morte	   confrontate	   con	   la	  refrigerazione	   in	  EHS	  per	  24h;	   quindi	   viene	   ventilata	   la	  possibilità	  di	  mantenere	  l’embrione	  direttamente	  nello	  stesso	  medium	  di	  lavaggio	  per	  6h	  (Ringer	  Lattato),	  usandolo	  per	  il	  trasporto,	  semplificando	  ancora	  la	  procedura	  per	  colleghi	  che	  non	  abbiano	   a	   disposizione	   gli	   strumenti,	   o	   le	   cavalle	   riceventi,	   per	   approntare	   un	  Embryo	  Transfer.	  	  	  Nel	  nostro	  studio	  in	  vitro	  non	  si	  sono	  mostrati	  importanti	  danni	  cellulari,	  sarebbe	  un	   interessante	   spunto	   di	   ricerca	   ottenerne	   la	   conferma	   in	   vivo.	   Questo	  permetterebbe	   ai	   colleghi	   di	   spedire	   l’embrione	   in	   centri	   di	   riferimento	  direttamente	   dentro	   al	   medesimo	   filtro	   usato	   per	   il	   flushing,	   insieme	   al	   Ringer	  Lattato	  usato	  come	  medium.	  In	  questo	  modo	  si	  semplificherebbero	  notevolmente	  tutte	   le	   procedure	  di	   trattamento	  degli	   embrioni	   prima	  di	   un	   loro	   trasporto.	  Nel	  nostro	   studio	   con	   il	   DAPI,	   sono	   state	   valutate	   le	   cellule	   morte,	   sarebbe	   anche	  interessante	   studiare	   l’embrione	   refrigerato	   con	   l’ausilio	   di	   altre	   colorazioni,	   ad	  esempio	   per	   visualizzare	   il	   citoplasma	   (agglutinina	   di	   germe	   di	   grano),	   il	  citoscheletro	   (come	   il	   colorante	   Alexa	   Fluor	   488-­‐phalloidin)	   oppure	   i	   nuclei	  (Hoechst).	   Questo	   potrebbe	   dare	   informazioni	   ancor	   più	   dettagliate	   sulla	   vitalità	  embrionale	  dopo	  refrigerazione	  nelle	  condizioni	  sperimentate.	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